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Kapitel 1
Einleitung
Organische Farbstoffe finden zum Fa¨rben von Kleidung und Gegensta¨nden schon
seit Jahrtausenden Anwendung. Deshalb werden die chemischen und physikalischen
Eigenschaften von Farbstoffen seit langem intensiv untersucht. Es ist aber erst seit
16 Jahren mo¨glich, das ausgesandte Licht von einzelnen Moleku¨len zu beobachten
[1].
Seitdem hat die Detektion von einzelnen fluoreszierenden Moleku¨len, Farbzentren
oder auch Nanopartikeln in vielen Forschungsgebieten an Bedeutung gewonnen. In
Medizin und Biologie dienen einzelne Emitter (sowohl organische Farbstoffmoleku¨le
als auch Nanopartikel) dazu, biologische Prozesse zu verfolgen um sie eventuell beein-
flussen zu ko¨nnen [2]. In der Chemie ko¨nnen chemische Reaktionen verfolgt werden
und in der Physik werden die Dynamik von Fluiden [3, 4] oder die Eigenschaften
von Wirt/Gast-Systemen untersucht [5, 6].
Auch die Grundlagenforschung profitiert von der Mo¨glichkeit der Einzelmoleku¨lde-
tektion. Man kann nun Prozesse beobachten, die in einem Ensemble von Emittern
nicht sichtbar sind, da man im Ensemble meist eine Mittelung u¨ber das Verhalten
der einzelnen Emitter misst.
Fu¨r nahezu alle einzelnen Emitter kann man ein diskretes Wechseln zwischen einem
emittierenden und einem nicht emittierenden Zustand beobachten. Dieses Verhalten
wird als Blinken bezeichnet [7, 8]. Sowohl fu¨r einzelne organische Farbstoffmoleku¨le
als auch fu¨r Nanopartikel findet man dieses Blinken, was durch An- und Aus-Zeiten
auf Zeitskalen von Mikrosekunden bis einige Hundert Sekunden beschrieben wird.
Bei den Farbstoffmoleku¨len findet man zusa¨tzlich noch einen Blinkprozess, der im
Bereich von Mikrosekunden bis einigen Millisekunden auftritt und dem intrinsischen
Tripletzustand zuzuschreiben ist.
Betrachtet man nun eine Vielzahl von Emittern, ein Ensemble, so sieht man die-
ses Blinken im Normalfall nicht sondern kann nur eine u¨ber alle Emitter gemittelte
Fluoreszenzintensita¨t wahrnehmen. Dafu¨r erkennt man aber unter geeignete Bedin-
gungen eine stetige Abnahme der Gesamtintensita¨t. Dies wird als Bleichen bezeich-
net [9, 10, 11, 12].
Man unterscheidet dabei einen reversiblen und einen irreversiblen Anteil des Blei-
5
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chens. Reversibel bedeutet, dass sich die Gesamtinensita¨t, nachdem das Ensemble
einige Zeit nicht angeregt wurde, wieder erholt und unter bestimmten Umsta¨nden
ihren urspru¨nglichen Wert wieder erreicht. Im Gegensatz dazu werden die Emitter
beim irreversiblen Bleichen so vera¨ndert, dass die Gesamtintensita¨t nicht wieder an-
steigen kann.
Das Bleichen ist unter Einfluss von Licht, im einfachsten Fall der Sonne, zu beob-
achten, weshalb es Photobleichen genannt wird. Es stellt sich heraus, dass mit der
Zeit immer mehr Farbstoffmoleku¨le so vera¨ndert werden, dass sie in einer anderen
Farbe oder gar nicht mehr leuchten.
Da Bleichen normalerweise ein unerwu¨nschter Effekt ist, wurden die Einflu¨sse ver-
schiedener Parameter auf die Prozesse untersucht, um sie gegebenenfalls zu beein-
flussen. Wenig u¨berraschend stellte sich heraus, dass fu¨r die chemischen Prozesse die
zum Photobleichen fu¨hren Sauerstoff sowie die Intensita¨t des Lichtes, mit dem die
Proben beleuchtet wurden, einen großen Einfluss haben [13].
Ebenfalls einen Einfluss auf das Photobleichen von Farbstoffen haben die dielektri-
schen Eigenschaften der umgebenden Matrix [14]. Fu¨r grundlegende Untersuchungen
werden oftmals Polymere als Matrix benutzt, wobei in dieser Arbeit speziell die elek-
trische Aufladung von Polymeren eine Rolle spielen wird.
Ziel dieser Arbeit soll es sein, sowohl analytische als auch experimentelle Metho-
den vorzustellen und aufzuzeigen, um die Prozesse des reversiblen und irreversiblen
Photobleichens voneinander unterscheidbar zu machen und die verschiedenen Me-
chanismen hinter den Effekten zu verstehen.
Dieses ist als Grundlage dazu zu verstehen, um Ensemblemessungen in ein wohlde-
finiertes Verha¨ltnis zu Messungen an einzelnen Quantensystemen zu bringen.
Dazu werden an zwei verschiedenen organischen Farbstoffen Ensemblemessungen
durchgefu¨hrt und durch Einzelmoleku¨lexperimente erga¨nzt.
Kapitel 2
Allgemeine Grundlagen
In diesem Kapitel soll auf die fu¨r diese Arbeit wichtigsten Grundlagen eingegangen
werden. Dazu za¨hlen die Photophysik und die Photochemie organischer Farbstoffe,
die Beschreibung des Photobleichens, ein U¨berblick u¨ber fu¨r die Untersuchungen
relevante Polymereigenschaften sowie ein Einblick in die Mikroskopie.
2.1 Photophysik und -chemie organischer
Farbstoffe
Bei der optischen Anregung von Farbstoffen geht es um die Wechselwirkung von
elektromagnetischen Wellen mit Materie, die sich durch die 4 Maxwell-Gleichungen
beschreiben la¨sst. Damit lassen sich die Vorga¨nge beschreiben, jedoch ko¨nnen die
Ursachen sowie die Mechanismen, die hinter den Beobachtungen stehen, nicht er-
kla¨rt werden.
Deswegen muss man durch experimentelle Beobachtung des Verhaltens der Farb-
stoffe, der Analyse der Rolle ihrer Umgebung sowie durch gezielte Vera¨nderung
relevanter Parameter versuchen, die einzelnen Vorga¨nge zu isolieren und ihre physi-
kalische Natur zu ergru¨nden und zu verstehen.
Bevor man sich mit dem Blinken und Bleichen der Farbstoffe bescha¨ftigt, muss man
verstehen, wieso bestimmte Moleku¨le oder auch Nanopartikel u¨berhaupt Licht emit-
tieren. Danach geht es darum die Prozesse zu finden, die fu¨r das Blinken auf der
Einzelpartikelskala (siehe Abb. 2.1 a) und fu¨r das Bleichen (Abb. 2.1 b) auf der
Ensembleskala verantwortlich zeichnen. Dazu sollen in Abschnitt 2.1.3 zwei Modelle
vorgestellt werden.
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Abbildung 2.1: a) Beispiele von Fluoreszenzzeitreihen einzelner DCM-Moleku¨le.
b) Beispiel einer Intensita¨tszeitreihe eines Ensembles von DCM-Moleku¨len.
2.1.1 Fluoreszenz
Wenn ein Atom oder Moleku¨l Strahlung absorbiert, ko¨nnen verschiedene Prozesse
ablaufen. Zu dem fu¨r diese Arbeit relevantesten geho¨rt, neben der Absorption an
sich, die Fluoreszenz. Auf diese und damit zusammenha¨ngende Prozesse soll im Fol-
genden eingegangen werden.
Fu¨r die Absorption von elektromagnetischen Wellen in einem Kontinuum gilt all-
gemein das Lambert-Beersche Gesetz I = I0e
−αCx, wobei I0 die Anregungsintensita¨t,
C die Konzentration der absorbierenden Moleku¨le im absorbierenden Medium, α der
molare Absorptionskoeffizient, x die Dicke der Probe und I schließlich die transmit-
tierte Intensita¨t sind.
In der Moleku¨lphysik ersetzt man normalerweise den Absorptions- durch den Extink-
tionskoeffizienten  = α
ln10
mit der Einheit [] = 1M−1cm−1 = 1 cm
2
mmol
. Die Absorption
wird dann oft in Einheiten der
”
Optischen Dichte“ OD = Cx angegeben.
Um zu verstehen, was bei der Absorption genau passiert, muss man den U¨bergang
auf die quantenphysikalische Ebene vollziehen. In Abb. 2.2 sind in einem Energieni-
veauschema oder auch Jablonski-Diagramm fu¨r ein einzelnes Moleku¨l beispielhaft die
elektronischen Zusta¨nde, die jeweils zugeho¨rigen Schwingunszusta¨nde sowie mo¨gliche
elektronische U¨berga¨nge dargestellt. Die Absorption fu¨hrt in den gezeigten Fa¨llen
dazu, dass das Moleku¨l aus dem Singuletgrund- in Schwingungszusta¨nde des ersten
angeregten Singuletzustandes gelangt. Die Schwingungszusta¨nde haben im Allge-
meinen sehr kurze Lebensdauern, was dazu fu¨hrt, dass das Moleku¨l in den einfachen
angeregten Zustand relaxiert. Die Schwingungsrelaxation ist eine Energiedissipation
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Energieniveaus mit mo¨glichen
U¨berga¨ngen.
und erfolgt strahlungslos.
Einen weiteren strahlungslosen U¨bergang stellt die innere Konversion dar. Hierbei
geht das System in einen energetisch a¨quivalenten Schwingungszustand eines nied-
rigeren elektronischen Zustandes u¨ber.
Vom angeregten Zustand relaxiert das System in den schwingungsangeregten
Grundzustand, indem es ein Photon emittiert. Dieser Vorgang wird Fluoreszenz ge-
nannt. Betrachtet man nur die elektronischen Zusta¨nde, so ist die Energiedifferenz
fu¨r Absorption und Fluoreszenz gleich. In Abb. 2.2 ist aber leicht zu sehen, dass un-
ter Einbeziehung der Schwingungszusta¨nde die Energiedifferenz bei der Fluoreszenz
etwas geringer als bei der Absorption ist. Da sich die Energie E = ~ν (h Planck-
sches Wirkungsquantum) direkt aus der Frequenz berechnet, ist offensichtlich, dass
die Frequenz des Fluoreszenzphotons geringer als die des Absorptionsphotons ist
(Betrachtet man nur elektronische Zusta¨nde ist die Frequenz gleich.). Mit c0 = λν
(c0 Lichtgeschwindigkeit) folgt, dass die Wellenla¨nge λ gro¨ßer werden muss. Man
sagt, dass die Fluoreszenz zur Absorption rotverschoben ist, d.h. dass man Fluores-
zenzlicht immer bei ho¨heren Wellenla¨ngen als der des Anregungslichtes sehen wird.
Es kann allerdings auch vorkommen, dass das Moleku¨l strahlungslos von einem ange-
regten in ein Niveau des Grundzustandes relaxiert. Daneben existieren noch andere
intermolekulare Prozesse die strahlungslos Verlaufen (Energietransfer).
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Andere mo¨gliche U¨berga¨nge sind die strahlungslose Interkombination oder auch
Intersystem Crossing (ISC), bei der das System zwischen Singulet- und Triplet-
zusta¨nden hin und her wechselt. Die Relaxation aus dem ersten Triplet- in den
Singuletgrundzustand kann strahlungslos erfolgen oder aber als Phosphoreszenz.
Phosphoreszenz ist ein strahlender U¨bergang und kann so teilweise auch beobachtet
werden. Durch die Lage des Tripletniveaus ist die Wellenla¨nge der Phosphoreszenz-
quanten wesentlich gro¨ßer als bei der Fluoreszenz.
Des weiteren ist noch eine Anregung vom Singuletgrund- direkt in den ersten ange-
regten Tripletzustand mo¨glich. Jedoch ist dies, wie auch ISC und Phosphoreszenz, in
der klassischen Betrachtung verboten, durch die Spin-Bahn-Kopplung gibt es aber
geringe Wahrscheinlichkeiten fu¨r diese Prozesse [15].
Einen einfachen Weg zur Bestimmung der Lage der Energieniveaus ist die Auf-
nahme von Absorptions- und Fluoreszenzspektren. In vielen Fa¨llen geschieht dies
in Lo¨sung. Zu beachten ist hierbei, dass bei vielen Farbstoffen das Lo¨sungsmittel
einen Einfluss auf die Lage der Absorptionsbanden hat. Im Allgemeinen kann man
sagen, dass ein Absorptionsspektrum weiter ins Rote verschoben wird, je polarer das
Lo¨sungsmittel ist (Solvatochromie).
Moleku¨le unterliegen einer Reihe von Wechselwirkungen, die ihre optischen Eigen-
schaften beeinflussen ko¨nnen.
In Bezug auf die Fluoreszenz ist der wichtigste Prozess die Fluoreszenzlo¨schung oder
Quenching. Darunter versteht man die Abnahme der Fluoreszenzintensita¨t durch
Wechselwirkung mit benachbarten Moleku¨len wie bspw. die Bildung von Excimeren,
Aggregation oder Energietransfer [15]. Ein Energietransfer kann geschehen, wenn
das Fluoreszenzspektrum des einen mit dem Absorptionsspektrum eines anderen
Moleku¨ls hinreichend u¨berlappt. Quenching kann außerdem durch Sto¨ße passieren,
wobei die Energie dann in Form von Wa¨rme an die Umgebung abgegeben wird.
Auch die Bildung von Aggregaten und Komplexen kann zu Quenching fu¨hren. Diese
Form des Quenching fu¨hrt zur oben beschriebenen Fluoreszenzlo¨schung.
Ebenfalls als Quenching bezeichnet man, wenn U¨bergangsraten zwischen den ver-
schiedenen Zusta¨nden durch andere Moleku¨le beeinflusst werden. Dazu za¨hlt unter
anderem die Verku¨rzung der Tripletlebensdauer. Ein Beispiel fu¨r einen sogenann-
ten Tripletquencher ist Sauerstoff. Da er als Diradikal im Grundzustand als Triplet
vorliegt, fo¨rdert er bspw. fu¨r ein Farbstoffmoleku¨l die Entvo¨lkerung dessen Triplet-
zustandes. Dieses Tripletquenching fu¨hrt jedoch nicht zu einer Fluoreszenzlo¨schung
sondern zu einer Erho¨hung der Fluoreszenzintensita¨t. Denn durch die Verku¨rzung
der Tripletlebensdauer werden die durch ISC in den Tripletzustand u¨bergegangenen
Moleku¨le schneller wieder dem Anregungs-Fluoreszenzzyklus zur Verfu¨gung gestellt.
Der Energietransfer zwischen zwei Farbstoffen, einem Donor-Akzeptor System, wird
als Fluoreszenz-Resonanz Energietransfer (FRET) [16] bezeichnet. Die Effizienz E
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dieses Prozesses ha¨ngt vom Abstand R der Moleku¨le ab, sowie vom so genannten
Fo¨rster-Radius R0. Der Fo¨rster-Radius ist der Abstand, bei dem die Effizienz des
Energietransfers gerade 50% betra¨gt. In diesen gehen unter anderem die Quantenau-
beute des Donors, die spektrale U¨berlappung sowie die Orientierung der Dipolmo-
mente der Moleku¨le zueinander ein [16, 17]. Man erha¨lt
E =
1
1 +
(
R
R0
)6 . (2.1)
Typische Fo¨rster-Radien liegen unterhalb von 10 nm, d.h. dass bei gro¨ßeren
mittleren Moleku¨labsta¨nden dieser Prozess vernachla¨ssigbar ist. Fu¨r Rhodamin 6G
bspw. wurde der Fo¨rsterradius zu R0 = 4, 4 nm berechnet [18]. Somit betra¨gt die
Effizienz bei einem Abstand von 10 nm nur noch gut sieben Prozent.
Um einen Energietransfer der Farbstoffmoleku¨le untereinander zu vermeiden, sollte
man folglich einen hinreichend großen mittleren Moleku¨labstand einstellen. Dies ge-
schieht u¨ber eine geeignet gewa¨hlte Konzentration in der Lo¨sung.
2.1.2 Bisherige experimentelle Ergebnisse zum
Photoblinken
Eine der mo¨glichen Ursachen fu¨r das Bleichen von Farbstoffen sind chemische, irre-
versible Vera¨nderung des Emitters. Dieses Thema wird in Abschnitt 2.1.5 diskutiert.
Hier soll es zuna¨chst um eine andere Ursache des Bleichens gehen, die zuna¨chst nicht
gleich offensichtlich erscheint: das Blinken. Zur besseren Unterscheidung wird das
blinkinduzierte Bleichen als photophysikalisches Bleichen bezeichnet. Diese Art des
Bleichens ist reversibel, d.h. nach einer gewissen Wartezeit erholt sich die Fluo-
reszenz vollsta¨ndig. Man muss also zwischen photochemischem und photophysikali-
schem Bleichen unterscheiden.
Obwohl bei Farbstoffen fru¨her beobachtet, existieren bisher weit mehr Vero¨ffentli-
chungen zum Blinken von Nanopartikeln als zu Farbstoffmoleku¨len. Insofern ist es
wenig verwunderlich, dass auch die meisten Modelle auf Daten von Nanopartikeln
beruhen. Da aber fu¨r Nanopartikel und Farbstoffe fu¨r das Blinken a¨hnliche experi-
mentelle Befunde vorliegen wird versucht, sowohl Nanopartikel als auch Farbstoffe
mit a¨hnlichen Modellen zu beschreiben [14].
Ein Unterschied zwischen Nanopartikeln und Farbstoffen besteht darin, dass man
fu¨r Farbstoffe auch An- und Aus-Zeiten auf einer Zeitskala findet, die kleiner als
Millisekunden ist. Ihre Verteilung ist (multi-) exponentiell, was bedeutet, dass es
nur wohldefinierte Aus-Zusta¨nde gibt. Dies sowie die Zeitskala zeigen klar, dass es
sich um ein Blinken unter Einbeziehung des Tripletzustandes mit seinen drei Spin-
niveaus handelt (Tripletblinken).
Sowohl bei Farbstoffen als auch bei Nanopartikeln findet man aber auch An- und
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Abbildung 2.3: Links: Verteilung der Aus-Zeiten fu¨r ein Ensemble von Farbstoff-
moleku¨len. Rechts: Verteilung von An- und Aus-Zeiten eines einzelnen Farbstoffmo-
leku¨ls [14].
Aus-Zeiten, die von Millisekunden bis zu einigen hundert Sekunden dauern ko¨nnen.
Tra¨gt man die relative Ha¨ufigkeit p(toff )der Aus-Zeiten u¨ber den Aus-Zeiten toff
auf, so erkennt man in einer doppelt logarithmischen Darstellung, dass diese u¨ber
einen weiten Bereich einem Potenzgesetz (engl.: power-law) folgen (Abb.2.3). Fu¨r die
An-Zeiten trifft dies ebenfalls zu, weshalb man von power-law Blinken spricht [8][19].
Die entsprechende Gleichung
p(toff) = p0t
−αoff
off (2.2)
entha¨lt neben einer Konstanten p0 und den Aus-Zeiten toff noch den so ge-
nannten power-law Exponenten αoff (fu¨r An-Zeiten analog). Dieser liegt sowohl fu¨r
Nanopartikel als auch fu¨r Farbstoffe in der Gro¨ßenordnung von 1,5. Diesem Ver-
lauf folgen die Aus-Zeiten u¨ber mehrere Gro¨ßenordnungen. Diese Art der Verteilung
bedeutet, dass es sich nicht nur um einen einzelnen Dunkelzustand handeln kann,
sondern dass es eine Vielzahl von Dunkelzusta¨nden geben muss.
Der power-law Exponent fu¨r die An-Zeiten liegt im Mittel etwas ho¨her (Nanoparti-
kel 1,6 und Farbstoffmoleku¨le 2) [5, 14, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28]. Allerdings
ist die Streuung der Exponenten in beiden Fa¨llen sehr hoch. Die in der Literatur
berichteten Exponenten weichen von den mittleren Werten um teils mehr als 0,5 ab,
wobei die Streuung fu¨r die An-Zeiten gro¨ßer ist.
Es wurde auch die Abha¨ngigkeit der Exponenten von verschiedenen experimentellen
Parametern untersucht. Fu¨r Nanopartikel ha¨ngt αon weder von der dielektrischen
Funktion der Matrix [29] noch von der Anregungsintensita¨t [26] ab. Aufgrund der
KAPITEL 2. ALLGEMEINE GRUNDLAGEN 13
wenigen bisher vorhandenen Daten zu Farbstoffmoleku¨len lassen sich nur schwer all-
gemeine Aussagen treffen. Der Exponent der An-Zeit scheint ebenfalls unabha¨ngig
von der Matrix, allerdings ist er fu¨r den Farbstoff Atto565 umgekehrt proportional
zur Anregungsleistung [24].
Im Gegensatz dazu ist αoff fu¨r Nanopartikel und Farbstoffmoleku¨le deutlich von
der dielektrischen Konstanten  der Matrix abha¨ngig, genauer gesagt steigt er mit
zunehmendem  [25], wie auch in Abb. 2.3 zu sehen. Ebenfalls steigt er fu¨r zuneh-
mende Anregungsintensita¨t an.
Im linken Diagramm in Abb. 2.3 ist erkennbar, dass fu¨r große Zeiten ein Abweichen
der Datenpunkte vom Potenzgesetz auftritt. Dieser so genannte Cutoff tritt ebenfalls
bei An- und Aus-Zeiten auf. Ein solcher Cutoff kann allerdings auch durch einen zu
kurzen Beobachtungszeitraum hervorgerufen werden. Dies kann experimentell durch
Variation der Beobachtungszeit u¨berpru¨ft werden. Real wurden fu¨r Nanopartikel und
Farbstoffmoleku¨le Cutoffs gefunden, die einen exponentiellen Verlauf haben. Deshalb
ist es zur Beschreibung des Blinkverhaltens notwendig, Gleichung 2.3 abzua¨ndern,
indem man eine Rate Γoff fu¨r den exponentiellen Cutoff mit einbezieht:
p(toff) = p0t
−αoff
off exp (−toffΓoff). (2.3)
Analog gilt die Gleichung fu¨r An-Zeiten. Fu¨r Γon ist eine deutliche Erho¨hung
mit steigender Polarita¨t der Matrix wahrnehmbar [29], fu¨r Γoff wird ebenfalls eine
Erho¨hung erwartet, die entsprechenden Ergebnisse sind bisher aber nicht vero¨ffent-
licht.
Betrachtet man sehr kurze Zeitskalen, so ist dort ebenfalls ein Abweichen vom Po-
tenzgesetz ersichtlich [23]. Bis jetzt existieren nur wenige experimentelle Arbeiten,
die diesen Zeitbereich untersuchen. In diesen Arbeiten wird p(ton/off ) durch Potenz-
gesetze mit anderen Exponenten [30] oder einen oberen exponentiellen Cutoff [31]
beschrieben. Fu¨r Farbstoffe ist in diesem Zeitbereich der U¨bergang zum Tripletblin-
ken zu erwarten.
Dieses Tripletblinken erfolgt auf Zeitskalen, die ku¨rzer als Millisekunden sind. Als
Ursache hierfu¨r gilt der U¨bergang des Moleku¨ls vom Singulet- in den Tripletzu-
stand, das ISC. Solange sich das Moleku¨l im Tripletzustand befindet, kann es nicht
zur Fluoreszenz beitragen [6, 11]. Somit ist das Triplet ein Dunkelzustand, weshalb
man diese Art von Aus-Zeiten als Tripletblinken bezeichnet. Die Lebensdauer des
Tripletzustandes ist aber klein gegen die Dauer des anderen Blinkprozesses.
Ebenfalls Einfluss auf das Blinkverhalten haben die Temperatur [22] sowie die Zu-
sammensetzung der Atmospha¨re, speziell der Sauerstoffanteil [6].
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Abbildung 2.4: Willku¨rlich orientierte Dipole der Matrix sowie deren Ausrichtung
zum lokalen elektrischen Feld, welches durch das Tunneln eines Elektron aus dem
Farbstoffmoleku¨l entstanden ist.
2.1.3 Modelle zum Photoblinken
Eines der ersten Modelle fu¨r das Photoblinken haben Verberk et al. entwickelt. Es
geht davon aus, dass ein Elektron aus dem angeregten Nanopartikel in die Umge-
bung tunnelt [21]. In der Umgebung bzw. der Matrix wird von einer einheitlichen
Verteilung von Trapzusta¨nden ausgegangen, was einer Wahrscheinlichkeit des Tun-
nels entspricht, die exponentiell mit dem Abstand vom Nanopartikel abnimmt.
Man erha¨lt letztlich einen power-law Exponenten
m = 1 +
α
β
, (2.4)
der durch die Tunnelkoeffizienten fu¨r das Elektron vom Nanopartikel in die Ma-
trix (α2) und zuru¨ck (β2) bestimmt wird.
Eine Erweiterung des Tunnelmodells erstellen Issac et al. [25]. Anstatt sich nur
auf bereits vorhandene Trapzusta¨nde zu beziehen, geht man zum so genannten Self-
Trapping u¨ber. Das bedeutet, dass der durch Tunneln des Elektrons erzeugte, la-
dungsgetrennte Zustand seine Umgebung so beeinflusst, dass sich der Zustand selbst
stabilisiert.
Dies geschieht durch die Umordnung der in der Matrix vorhanden Dipole, siehe Abb.
2.4, und ist vergleichbar mit der Solvatisierung von Farbstoffen in Lo¨sungsmitteln.
Durch das Heraustunneln des Elektrons entstehen zwei Ladungen, das Elektron
und das nun geladene Nanopartikel. Dadurch bildet sich ein elektrisches Feld (Re-
aktionsfeld) aus, mit dem die Ladungen interagieren, was wiederum ein schnelles
Zuru¨cktunneln des Elektrons verhindert. Mit der Ladung q, der Dielektrizita¨tskon-
stante  der Matrix und dem Radius R des Traps ergibt sich die Stabilisierungsener-
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gie Est zu:
Est = E0f() =
q2
(8pi0R)f()
, (2.5)
wobei E0 die maximale Stabilisierungsenergie ist und f(), der so genannte Re-
aktionsfeldfaktor, in einer Na¨herung definiert ist durch:
f() = 1− 1

. (2.6)
Mit den hier gemachten Annahmen la¨sst sich der power-law Exponent aus Glei-
chung 2.4 ausdru¨cken als:
m = 1 +
√
4Ef
4Ef + E0f() . (2.7)
4Ef stellt hierbei die Tunnelbarriere fu¨r das Elektron dar, um aus dem Nano-
partikel zu tunneln.
Das gegenwa¨rtig umfassendste Modell zur Beschreibung des power-law Blinkens ist
das Diffusion-Controlled Electron-Transfer (DCET) Modell von Tang und Marcus
[30, 32]. Angenommen wird hierbei ein lichtinduzierter Diffusionsprozess im Ener-
gieraum mit parabolischen Potentialen (Abb.2.5). Im klassischen Sinn wird ein Vier-
niveausystem verwendet, in dem es zwei neutrale (|G〉, |L∗〉 ) sowie zwei geladene
Zusta¨nde (|D〉, |D∗〉) gibt. Die verwendeten Koordinaten q und Q sind so genannte
Reaktionskoordinaten, die sich aus Transformationen ergeben und bereits 1952 von
Melvin Lax eingefu¨hrt wurden [33].
Zu beachten ist dabei, dass zur Beschreibung von Dielektrika im DCET-Modell
zwei verschiedene Modelle benutzt werden. Debye-Dielektrika zeichnen sich dadurch
aus, dass sie nur eine Relaxationszeit haben und nur normale Diffusion stattfindet.
Das fu¨hrt zu einem power-law Exponenten von 1,5. In Cole-Davison Dielektrika
hingegen weicht der power-law Exponent von 1,5 ab, denn es gibt eine Verteilung
der Relaxationszeiten verbunden mit anomaler Diffusion.
Mit dem DCET-Modell lassen sich sowohl das power-law Verhalten als auch die
exponentiellen Cutoffs erkla¨ren, wobei die Raten Γ gegeben sind durch:
Γon =
(λ+∆G0)2
8τonκEλ∆2on
(2.8)
Γoff =
(λ−∆G0)2
8τoffκEλ∆2off
(2.9)
KAPITEL 2. ALLGEMEINE GRUNDLAGEN 16
−Δ Q
0
Q 0- 1
λ
G0
G
L*
D
D*
fluoreszierender
Zustand (An)
Dunkelzustand
(Aus)
Ladungs-
transfer
spektrale 
Diffusion
(An, NP)
spektrale 
Diffusion
(Aus, Matrix)
q
Q
Q
a) b)
DL*
Abbildung 2.5: a) Diffusion entlang parabolischer Potentiale. b) DCET im Energie-
niveauschema. Die verwendeten Symbole werden im Text erkla¨rt [32].
mit τ den Diffusionskorrelationszeitkonstanten, λ der Umordnungsenergie der
Matrix, ∆G0 die Differenz der freien Energie zwischen |D〉 und |L∗〉, κ der Kraft-
konstanten der Parabel, κ∆2on ≈ kBT und D2τ2 = ∆2off (D: Diffusionskonstante).
Streng genommen gelten die Raten aber nur fu¨r Debye-Dielektrika.
Mit dem Modell von Tang und Marcus ergeben sich, wie bei allen diffusionsbasier-
ten Modellen, die power-law Exponenten zu 3/2, was dem Mittelwert sa¨mtlicher
experimenteller Beobachtungen sehr nahe kommt. Abweichende Werte werden von
Tang und Marcus durch anomale Diffusion in Cole-Davison Dielektrika und dadurch
verursachte Verteilung der Diffusionskonstanten erkla¨rt.
In einer weiteren Arbeit [30] stellen Tang und Marcus einen Zusammenhang zwi-
schen Diffusion und dielektrischer Funktion der Matrix her und erweitern ihr Modell,
indem sie die Zeitabha¨ngigkeit der Diffusionskonstante D=D(t) mit einbeziehen.
Weiterfu¨hrend haben sie ihr Modell an realen Daten von Chung und Bawendi [34]
getestet und angepasst.
Eine ausfu¨hrliche Betrachtung zu anderen, fru¨hen Modellen findet sich in [27].
Gleichzeitig pra¨sentieren Kuno et al. ein eigenes Modell. Dieses stellt eine Kombi-
nation aus Tunnelprozessen und einer Fluktuation der Umgebung der Emitter dar,
welche sich in einer Variation von Ho¨he und Breite der Tunnelbarriere ausdru¨ckt.
Die Fluktuationen werden letztlich ebenfalls durch Diffusionsprozesse erkla¨rt wer-
den mu¨ssen.
Eine alternative Beschreibung fu¨r das Blinken liefern Frantsuzov und Marcus, die auf
langlebige Dunkelzusta¨nde verzichten und die Beobachtung der langen Aus-Zeiten
mit einer breiten Streuung strahlungsloser U¨berga¨nge beschreiben [35].
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Dass ein Modell, das allein auf ra¨umlicher Diffusion beruht, ein power-law Ver-
halten hervorrufen kann, zeigen Zumofen et al. [23]. Sie gehen von einer konfokalen
Beobachtung diffundierender Moleku¨le aus mit der Einschra¨nkung, dass sich nur ein
Moleku¨l im konfokalen Volumen befindet (siehe Abschnitt 2.3.2 und Abb. 2.11). Die
An-Zeit ist gegeben durch die Zeit die ein Moleku¨l braucht, um durch den Fokus
zu diffundieren. Die Aus-Zeit beginnt, sobald es den Fokus verla¨sst. Ob das Ende
einer Aus-Zeit durch das selbe, zuru¨ck diffundierende Moleku¨l oder aber ein anderes
Moleku¨l verursacht wird, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Damit kann an-
schaulich illustriert werden, dass Diffusionsprozesse zu Observablen mit power-law
Verteilung (Exponent 1,5) fu¨hren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bisher kein Modell existiert, dass alle
beobachteten Eigenschaften von einzelnen Nanopartikeln oder Farbstoffmoleku¨len
erkla¨ren kann. Das DCET-Modell ist das wohl komplexeste und zumindest fu¨r die
Nanopartikel auch dasjenige, welches die meisten experimentellen Beobachtungen
beschreibt.
Das Self-Trapping Modell beschreibt ebenfalls viele Eigenschaften sehr gut, jedoch
werden dort die Cutoffs nicht erkla¨rt.
2.1.4 Photophysikalisches Bleichen
In diesem Abschnitt soll verdeutlicht werden, dass allein der Effekt des Blinkens
ausreicht, um ein System von Emittern – reversibel – bleichen zu lassen. Deutlich
wird dies mit einem Blick auf Abbildung 2.6. Dort sind simulierte bina¨re Zeitreihen
mit An- und Aus-Zeiten, die power-law verteilt sind, dargestellt. A¨hnliche bina¨re
Zeitreihen erha¨lt man, wenn man reale Intensita¨tszeitreihen von Emittern durch
eine festgelegte Intensita¨tsschwelle in An- und Aus-Perioden unterteilt. Weiterhin
zeigt die Abbildung die Aufsummierung einer Vielzahl solcher Zeitreihen zu einer
Gesamtintensita¨t eines Ensembles von Emittern. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Gesamtintensita¨t drastisch abnimmt, was dem Beobachter als Bleichen erscheint.
Man geht hierbei davon aus, dass alle Emitter die selbe Fluoreszenzintensita¨t zeigen,
was im Experiment bspw. durch unterschiedliche Orientierungen nicht zu erreichen
ist. Fu¨r die Demonstration des Effekts spielt dies aber keine Rolle.
Das hier beobachtete Bleichen hat jedoch keine chemischen sondern rein physika-
lische Ursachen, weshalb man von photophysikalischem Bleichen redet. Es ist al-
lein auf die power-law Verteilung der An- und Aus-Zeiten zuru¨ckzufu¨hren. Bei rei-
nem power-law Blinken la¨sst sich die Entwicklung der Gesamtintensita¨t durch das
Verha¨ltnis der beiden power-law Exponenten beschreiben, wobei es bei αoff < αon
zum Bleichen kommt [36]. Das photophysikalische Bleichen ist auch als statistisches
Altern bekannt [36].
Die Besonderheit des photophysikalischen Bleichens besteht darin, dass es komplett
reversibel ist, d.h. dass die Gesamtintensita¨t wieder auf ihren urspru¨nglichen Wert
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Abbildung 2.6: Links: Simulierte Zeitreihen. Rechts: Aufsummierung einer großen
Zahl der simulierten Zeitreihen.
ansteigt, wenn die Anregung fu¨r einige Zeit unterbrochen wird [26, 34, 37].
Erwa¨hnenswert ist noch, dass anstatt des Photobleichens auch das so genannte
Brightening (Aufhellen) auftreten kann, dass also das Ensemble mit der Zeit heller
wird. Dies ist fu¨r Nanopartikel schon beobachtet wurden [31]. Es entsteht, wenn das
Verha¨tnis der power-law Exponenten gerade umgedreht ist, d.h. die An-Zeiten im
Mittel la¨nger sind als die Aus-Zeiten (αon < αoff ).
2.1.5 Photochemisches Bleichen
Farbstoffe ko¨nnen, im Gegensatz zu den Nanopartikeln, auch photochemisch blei-
chen. Das bedeutet, dass das Anregungslicht einen chemischen Prozess fo¨rdert oder
in Gang setzt, bei dem sich das Moleku¨l so vera¨ndert, dass es nicht mehr fluoreszie-
ren kann bzw. vom verwendeten Licht gar nicht erst angeregt wird.
Eine schematische Darstellung der mo¨glichen Prozesse in einem Farbstoffmoleku¨l ist
in Abb. 2.7 dargestellt.
Es ist wahrscheinlich, dass das photochemische Bleichen durch Mehrfachabsorp-
tion gefo¨rdert wird [10]. Mehrfachabsorption bedeutet, dass ein bereits in einem
angeregten Zustand (z.B. S1, T1) befindliches Moleku¨l durch Absorption eines wei-
teren Photons in einen ho¨her angeregten Zustand gelangt. Dadurch ero¨ffnen sich
generell neue Reaktionswege, weil ho¨her angeregte Zusta¨nde besser mit ionischen
Zusta¨nden in polaren Lo¨sungsmitteln koppeln [10].
Bei photochemischen Reaktionen scheint es sich zudem oft um einen zwei- oder
mehrstufigen Prozess zu handeln [10, 38]. Eine leicht ersichtliche Erkenntnis ist,
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Abbildung 2.7: Energieniveauschema, um die Prozesse von Blinken und Bleichen
darzustellen [14].
dass mit steigender Anregungsleistung Moleku¨le schneller photochemisch gebleicht
werden [13]. Zur U¨berwindung einer mo¨glichen Aktivierungsbarriere tra¨gt auch die
Temperatur bei. Deshalb ist es nicht u¨berraschend, dass bei tiefen Temperaturen das
photochemische Bleichen kaum eine Rolle spielt, im Gegensatz zu Experimenten bei
Raumtemperatur [13, 39].
Sauerstoff als Radikal fo¨rdert in vielen Fa¨llen ebenfalls das photochemische Blei-
chen [6, 13] und wird auch direkt mit in die chemischen Reaktionen einbezogen [38].
Jedoch scheint gerade bei diesem Parameter die Art des Farbstoffes von enormer
Bedeutung zu sein. Bei einigen ionischen Farbstoffen erho¨ht sich durch die Anwe-
senheit von Sauerstoff sogar die Zahl der emittierten Photonen und der Lebensdauer
[40]. Fu¨r das nichtionische Terrylen hingegen beschleunigt Sauerstoff das photoche-
mische Bleichen [38, 40]. Fu¨r Rhodamin 6G zeigt sich wiederum, dass bei niedrigen
Anregungsleistungen das photochemische Bleichen in Luft effizienter als in einer
sauerstofffreien Atmospha¨re ist, fu¨r hohe Intensita¨ten sehen die Ergebnisse aber
umgekehrt aus [13]. Ebenso kann eine Umgebung mit zu wenig Sauerstoff genauso
zu einem schnelleren Bleichen fu¨hren wie eine Umgebung mit einer hohen Sauer-
stoffkonzentration [41].
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2.2 Dielektrische Eigenschaften von Polymeren
Polymere sind langkettige organische Moleku¨le. Sie bestehen aus vielen identischen
Grundbausteinen, den Monomeren. Sie ko¨nnen als reine Kohlenwasserstoffe oder
auch mit verschiedenen Seiten- und Endgruppen auftreten.
Viele Polymere sind bei Raumtemperatur fest, Isolatoren und je nach Typ sind
sie meist in einfachen Lo¨sungsmitteln lo¨slich. Außerdem stellen Polymere in den
meisten Fa¨llen ein ungeordnetes System dar. Da es auch Polymere mit deutlich un-
terschiedlichen Dielektrizita¨tskonstanten gibt, la¨sst sich die dielektrische Umgebung
der Emitter einfach durch die Wahl verschiedener Polymere a¨ndern. Diese Eigen-
schaften machen Polymere nahezu ideal, um sie als Matrix zur Untersuchung des
Bleichens einzelner Moleku¨le oder Nanopartikel einzusetzen. Diese ko¨nnen in Lo¨sung
einfach mit einem passenden Polymer vermischt und anschließend auf ein Substrat
aufgebracht werden. In du¨nnen Filmen verdampfen die Lo¨sungsmittel meist schnell
genug, damit eine Aggregation der Einzelpartikel verhindert wird. Sind die Schich-
ten dann ausgeha¨rtet, wird dadurch eine Diffusion der Partikel unterbunden.
An dieser Stelle soll jedoch nicht weiter auf die allgemeine Beschreibung von
Polymeren eingegangen werden, dafu¨r wird auf die Referenzen [42, 43] verwiesen.
Hier soll es vielmehr um dielektrische Eigenschaften sowie die Kinetik von Auf- und
Entladung in Polymeren gehen.
Obwohl Polymere oftmals Isolatoren sind, lassen sie sich in geringem Maße auf-
laden. Dies ist mo¨glich, da es in den meist ungeordneten Polymeren so genannte
Trapzusta¨nde gibt, welche eine Ladung aufnehmen ko¨nnen. Das wiederum macht
sie zu Kandidaten fu¨r mo¨gliche Dunkelzusta¨nden im Tunnelmodell fu¨r die Emitter,
die in das Polymer eingebettet sind.
Wenn das Power-Law Blinken durch das Tunneln von Elektronen aus den Partikeln
in die Umgebung hervorgerufen wird, kann es in diesem Sinne natu¨rlich auch als
ein Auf- und anschließendes Entladen der Matrix interpretiert werden. Insofern ist
ein Experiment zum photophysikalischen Bleichen a¨quivalent zur elektrischen Auf-
ladung eines Polymeres.
Hier soll ein Zitat aus einer Arbeit von Teyssedre und Laurent [44] aus dem Jahr
2005 eingefu¨gt werden:
”
More than fifty years after the publication of the early work on conduc-
ting and dielectric breakdown of solids, we are still unable to describe
quantitatively the electrical response of these materials.“
Dieses Zitat macht deutlich, dass bisher kein einheitliches Modell zur Beschrei-
bung des Ladungstransportes in nichtleitenden Polymeren existiert. So geht eine
Theorie von der Bildung von Polaronen aus, um die Ladungen zu transportieren,
ebenso existieren Beschreibungen mittels Raumladungen [45].
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Ein U¨berblick zu aktuellen experimentellen Ergebnissen und Modellen findet man
in den Referenzen [44, 45, 46].
Zur Beschreibung dielektrischer Eigenschaften behandelt man Polymere oft wie
Halbleiter. Das heißt, man erstellt ein Ba¨ndermodell, indem einfach sa¨mtliche Ener-
gieniveaus betrachtet werden. Es geht dabei nicht nur um die Niveaus der Monomere,
es werden auch alle anderen mo¨glichen Untereinheiten wie Dimere, Trimere, Seiten-
gruppen usw. mit einbezogen.
Dadurch ergibt sich zwischen Leitungs- und einem Valenzband eine Bandlu¨cke, die
verbotenen Zusta¨nden entspricht und die in den meisten Fa¨llen so groß ist, dass man
eindeutig von Isolatoren sprechen kann. Jedoch ist dieses Bild so nicht vollsta¨ndig.
Es ko¨nnen weiterhin physikalische oder chemische Defekte bzw. Sto¨rungen dazu bei-
tragen, dass Zusta¨nde in der Bandlu¨cke entstanden sind. Die sich daraus ergebende
Zustandsdichte ist in Abb. 2.8 a) schematisch dargestellt.
Zu den physikalischen Defekten za¨hlen bspw. die unterschiedlichen Kettenla¨ngen.
Eine Polymerart kann aus einer weit differierenden Zahl an Monomeren zusammen-
gesetzt sein, was unter anderem zu einer weiten Streuung des Molekulargewichtes
fu¨hrt. Benutzt man Polymere mit einer engen Kettenla¨ngenverteilung ist es versta¨nd-
lich, dass sich kurzkettige anders anordnen ko¨nnen als langkettige. Damit im Zu-
sammenhang stehen auch Hohlra¨ume im Polymer (freies Volumen), deren Gro¨ße und
Anzahl abha¨ngt von den Kettenla¨ngen, deren Verteilung und der Art und Weise,
wie aus den Polymeren eine Probe pra¨pariert wird.
Die chemischen Defekte beziehen sich auf die teils stark von der Struktur eines
Großteils einer Kette abweichenden End- oder Seitengruppen oder auch Verunreini-
gungen im Material. In diesem Zusammenhang geho¨ren die Kettenla¨ngen bzw. deren
Verteilung ebenfalls zu den chemischen Defekten, denn von den Kettenla¨ngen ha¨ngt
die Anzahl bzw. die Dichte der Endgruppen ab.
Man kann den Defekten Zusta¨nde in der Bandlu¨cke zuordnen, und diese als Traps
bezeichneten Zusta¨nde werden entsprechend ihrer Lage relativ zu den Bandkanten
in tief (deep) und flach (shallow) unterteilt. Die physikalischen Defekte sind meist
fu¨r die shallow Traps verantwortlich, die chemischen fu¨r die deep Traps [44].
Shallow Traps werden auch als Anderson-Zusta¨nde bezeichnet, ihr Abstand von den
Ba¨ndern betra¨gt etwa 0,1 eV - 1 eV. Diese Verteilung der Trap-Energien entspricht
natu¨rlich auch einer Verteilung der Lebensdauern der Zusta¨nde, mit
τ ∼ exp
(
Etrap
kt
)
(2.10)
ergeben sich Lebensdauervariationen fu¨r die in den Traps gespeicherten Ladun-
gen von 10−13 s bis 500 s [48]. Typischerweise sind die Energien der Shallow Traps
kleiner als 0,3 eV, ihre Dichte betra¨gt bis zu 1027m−3. Deep Traps haben oft Ener-
gien von ca. ≥ 1 eV und ihre Dichte liegt in einem Bereich von 1021 - 1025m−3 [44].
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Abbildung 2.8: a) Zustandsdichte aus der Bandstruktur eines Polymers mit Lage
der verschiedenen Trap-Zusta¨nde [44] b) Abfall des Oberfla¨chenpotentials mit der
Zeit [47]
Zusa¨tzlich kommt es besonders in polaren Polymeren zu Self-Trapping als Folge di-
elektrischer Relaxationsprozesse (siehe Reaktionsfeld in Abschnitt 2.1.3).
Untersuchungen haben ebenfalls gezeigt, dass fu¨r viele nichtleitende Materialien die
Traps an der Oberfla¨che ha¨ufiger sind und tiefer als im Volumen [46]. Unter an-
derem dieser Umstand fu¨hrt dazu, dass die Entladungskinetik in sehr du¨nnen, von
Oberfla¨cheneffekten bestimmten Filmen langsamer verla¨uft als im Volumen.
Interessant ist auch, dass am Beispiel von Polystryrol (PS) gezeigt wurde, dass die
Entladung u¨ber einen bestimmten Zeitraum einem Potenzgesetz dV
dt
∼ t−1 folgt, sie-
he Abb. 2.8 b), was einer Gleichverteilung der Trap-Zusta¨nde entspricht. Erst fu¨r
la¨ngere Zeiten weichen die Daten ab, was auf Peaks in der Verteilung der Trap-
Zusta¨nde hindeutet [47].
Mit steigender Temperatur erkennt man zudem, dass die Verteilung vom power-law
abweicht und sich ein Cutoff ausbildet. Das selbe Verhalten wurde fu¨r die Aus-Zeit
Verteilung von Farbstoffmoleku¨len (DiI-C12) mit steigender Anregungsintensita¨t be-
obachtet [49]. Ein mo¨glicher Zusammenhang wurde aber bisher nicht untersucht.
2.3 Optische Spektroskopie und Mikroskopie
In dieser Arbeit werden sa¨mtliche Informationen aus optischen Daten gewonnen.
Dabei ist fu¨r die Einzelmoleku¨lexperimente die Weitfeldmikroskopie die bevorzugte
Methode, bei den Ensemblemessungen wurde hingegen meist die konfokale Mikro-
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Abbildung 2.9: Numerische Apertur.
skopie benutzt.
Des weiteren konnten einige Informationen auch unter Benutzung von Absorptions-
und Fluoreszenzspektrometern sowie der Ellipsometrie gewonnen werden. Auf diese
Techniken soll jedoch nur kurz eingegangen werden.
2.3.1 Mikroskopie
In diesem Abschnitt soll auch auf die allgemeinen Eigenschaften von Mikrosko-
pen und deren Beschreibung eingegangen werden. Dazu geho¨ren in erster Linie die
Auflo¨sung und der Kontrast, aber auch das Rauschen bei der Aufnahme und der
Verarbeitung des Signals.
Die Auflo¨sung von Mikroskopen ist von mehreren Faktoren wie bspw. dem O¨ffnungs-
winkel des Objektives und dem Brechungsindex der Linse abha¨ngig. Zur Beschrei-
bung werden verschiedene Gro¨ßen benutzt. Zuerst ist dabei die numerische Apertur
NA zu nennen (siehe Abb. 2.9). Sie gilt als Maß fu¨r den vom Objektiv erfassbaren
Raumwinkel und ist das Produkt aus dem Brechungsindex n sowie αmax, der Ha¨lfte
des maximalen O¨ffnungswinkels:
NA = n · sinαmax. (2.11)
Selbst bei einem idealen Mikroskop sind aber der Auflo¨sung Grenzen gesetzt.
Diese ru¨hren von der Tatsache her, dass Licht an Hindernissen gebeugt wird. Ein
solches, meist kreisfo¨rmiges, Hindernis stellt natu¨rlich auch die Fassung einer Linse
dar.
Demnach erha¨lt man bei der Abbildung eines einzelnen Punktes als Bild eine radia-
le Intensita¨tsverteilung, die Beugungsscheibchen oder Airy-Pattern genannt wird.
Die Intensita¨tsverteilung I(r) wird Airy-Funktion genannt und la¨sst sich mit einer
dimensionslosen axialen Koordinate ρ = 2pirNA/λ schreiben als:
I(ρ) = I0
(
2 J1(ρ)
ρ
)2
. (2.12)
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Dabei ist I0 = I(r = 0) und J1(ρ) die Besselfunktion 1. Ordnung.
Ist man jedoch nur am Hauptmaximum interessiert, la¨sst sich die Airy-Funktion
auch mit einer einfachen Gauss-Funktion anna¨hern.
Nach Rayleigh ko¨nnen zwei Punkte nur dann getrennt betrachtet werden, wenn
sie einen Mindestabstand haben, der dem Radius des ersten Airy-Scheibchens rAiry
entspricht bzw. wenn das Maximum 0. Ordnung des einen Objektes im 1. Minimum
der Airyfunktion des anderen Objektes liegt. Dieser Mindestabstand entspricht dem-
nach der ersten Nullstelle der Besselfunktion 1. Ordnung, der daraus resultierende
kleinste Abstand, bei dem zwei Punkte noch getrennt auflo¨sbar sind, ist gegeben
durch:
rmin = 0, 61
λ
NA
. (2.13)
Es existieren jedoch noch andere Definitionen, die sich jedoch nur im Faktor
unterscheiden. Das Sparrow-Kriterium orientiert sich an der Helligkeit der benach-
barten Punkte und liefert den Faktor 0,51 was auch der Halbwertsbreite (FWHM –
Full Width at Half Maximum) der einfachen Punktbildverwaschungsfunktion (PSF
– Point Spread Function) entspricht [50].
Jedoch ist die Frage, wann zwei Punkte noch getrennt auflo¨sbar sind, auf diese
Weise nicht ga¨nzlich zu beantworten. Es ha¨ngt ebenfalls von den experimentellen
Bedingungen, besonders dem Kontrast bzw. dem Signal- zu Rauschverha¨ltnis (Si-
gnal to Noise Ratio, SNR) ab, und nicht zuletzt vom subjektiven Eindruck des
Experimentators. Eventuell ist es so bei gutem SNR mo¨glich, die U¨berlagerung von
Airy-Verteilungen noch gezielt einzelnen Objekten zuzuordnen, selbst wenn sich die-
se einen geringerem Abstand als rmin befinden. Gegenteiliges ist bei einem ungu¨ns-
tigem SNR oder starken Helligkeitsunterschieden zwischen den Objekten natu¨rlich
auch denkbar (siehe Abb. 2.10).
Die Sta¨rke des Rauschens ha¨ngt neben der Qualita¨t des Mikroskops auch von der
Art der verwendeten Komponenten ab. Da in dieser Arbeit als Lichtquelle immer ein
LASER diente und alle Detektoren elektronisch waren, kommen zum immer vorhan-
denen Schrotrauschen (shot noise) des Lichtes auch noch das Detektor- sowie das
Laserrauschen hinzu. Diese Rauschquellen sind alle statistischer Natur.
Das Schrotrauschen, welches in der Gro¨ßenordnung
√
N (N – Anzahl der Photonen)
liegt, ist in der Quantennatur der Photonen begru¨ndet. Der Photonenfluss erfolgt
nicht kontinuierlich, sondern er unterliegt einer Schwankung. Dieser Effekt wird
umso wichtiger, je weniger Licht detektiert wird, denn dann wird die stochastische
Verteilung der Photonen zur limitierenden Gro¨ße. Wenn von einem normalerweise
noch auflo¨sbaren Objekt in der Beobachtungszeit so wenig Photonen emittiert wer-
den, dass diese nicht vom Rauschen unterscheidbar sind, wird das Objekt letztlich
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Abbildung 2.10: a) U¨berlappung zweier PSF. Nach Rayleigh sind die beiden Punkte
auflo¨sbar, wenn die Intensita¨t zwischen den beiden Peaks um 26% abnimmt. b) Bild
a) mit einem deutlichen Rauschen. Das Auflo¨sen fa¨llt schon deutlich schwerer. c)
Bild b) mit zwei unterschiedlich hellen Objekten. Das Linke ist nicht mehr einzeln
erkennbar [51].
doch nicht aufgelo¨st.
Das Laserrauschen hingegen wird bei relativ hohen Za¨hlraten relevant. Kleinste
Vera¨nderngen der verschiedenen Parameter eines Lasers sind dafu¨r verantwortlich,
die Ursachen vielfa¨ltig. So ko¨nnen kleinste Vibrationen oder auch leichte A¨nderun-
gen der Temperatur Einfluss haben, ebenso wie spontane Emission der angeregten
Atome oder Ionen. Das Laserrauschen ist jedoch gut kontrollierbar und spielt in
einem gut abgestimmten System eine vernachla¨ssigbare Rolle.
Das Detektor- oder Dunkelrauschen ist ebenfalls unvermeidlich. Es entsteht, wenn
bspw. bei einem PMT Elektronen aus der Katode emittiert werden, obwohl kein
Photon des beobachteten Objektes dies ausgelo¨st hat. Ursachen hierfu¨r sind in ers-
ter Linie andere Strahlungsquellen wie z.B. die natu¨rliche Hintergrundstrahlung,
Sto¨ße innerhalb der Katode sowie thermische Fluktuationen.
Dazu kommt noch das Auslese- bzw. Digitalisierungsrauschen, das bei der Verar-
beitung der Daten entsteht. Es ist relativ unabha¨ngig von der Signalsta¨rke, nimmt
aber mit steigender Samplingrate (kleiner werdende Ausleseintervalle) zu. Somit ist
es hauptsa¨chlich bei sehr kleiner Signalsta¨rke und kurzen Ausleseintervallen bzw.
hoher Zeitauflo¨sung relevant. Um seinen Einfluss so klein wie mo¨glich zu halten,
werden bei CCD-Kameras oftmals die Signale vor jedem Pixel des Chips mit einem
PMT versta¨rkt.
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Es bleibt noch zu erwa¨hnen, dass die Detektion mittels eines CCD-Chips das SNR
und damit die Auflo¨sung ebenfalls beeinflusst. So sollten die Pixel groß genug sein,
um u¨ber einen gewissen Bereich das Rauschen zu mitteln, andererseits klein genug
um Intensita¨tsunterschiede detektieren zu ko¨nnen. Sind die Pixel zu groß, ko¨nnte
die Signale von normalerweise auflo¨sbaren Objekten auf ein Pixel fallen und so als
nur ein Punkt wahrgenommen werden.
Des weiteren sollten pro Airy-Radius in jeder Dimension mindestens zwei Pixel vor-
handen sein, um ein Objekt hinreichend gut wiederzugeben. Diese Forderung ist als
Nyquist-Theorem bekannt [51, 52] und bedetet letztlich, dass in der Ebene ein Airy-
Scheibchen mindestens auf ein Raster von 4× 4 Pixel abgebildet werden sollte. Es ist
offensichtlich, dass es deutlich mehr als diese Anzahl Pixel beno¨tigt, mo¨chte man eng
zusammenliegende Objekte auflo¨sen, da sonst die u¨berlappenden Airy-Funktionen
nur unzureichend unterscheidbar sind.
2.3.2 Konfokale Mikroskopie
Konfokal bedeutet soviel wie
”
mit gleichem Brennpunkt“. Die Idee entstand in der
Mitte des letzten Jahrhunderts, das erste funktionsfa¨hige Exemplar wurde schließ-
lich 1957 von Minsky entwickelt. Jedoch konnte erst der Einsatz eines Lasers als
Lichtquelle zu wirklich u¨berzeugenden Ergebnissen fu¨hren. Dies gelang zuerst Davi-
dovits und Egger 1969, zehn Jahre spa¨ter wurde von Brakenhoff das erste konfokale
Laser Scanning Mikroskop (LSM) vorgestellt [50].
Wa¨hrend man beim Weitfeldmikroskop eine gro¨ßere Fla¨che mit anna¨hernd glei-
cher Intensita¨t beleuchtet, wird beim konfokalen Mikroskop das gesamte Anregungs-
licht auf einen Punkt fokussiert. Dadurch ist es mo¨glich, sehr kleine Volumenelemen-
te der Probe anzuregen. Der Fokus ist damit beugungsbegrenzt.
Erreicht wird dies durch eine Pinhole, welches den Strahlengang entsprechend vera¨n-
dert. Des weiteren wird auch nur Emissionslicht detektiert, dass aus dem angeregten,
eng begrenzten Bereich kommt, was durch ein weiteres Pinhole direkt vor dem De-
tektor zuru¨ckzufu¨hren ist (siehe Abb. 2.11). Das bedeutet, dass jeweils nur ein Punkt
der Probe abgebildet wird. Um ein Gesamtbild zu bekommen, muss die Probe mit
dem Mikroskop abgerastert werden.
Dafu¨r gib es prinzipiell zwei Mo¨glichkeiten: Entweder la¨sst man mit Hilfe von mo-
torisierten, computergesteuerten Spiegeln und einer aufwa¨ndigen Optik den Strahl
u¨ber die Probe gleiten (laser scanning) oder man bewegt die Probe mit einem Piezo-
antrieb lateral zum Strahl (sample scanning). Aus den fu¨r jeden Punkt detektierten
Intensita¨ten la¨sst sich dann ein Gesamtbild zusammensetzen.
Jedoch ist es so, dass selbst bei einem idealen Mikroskop ein Punkt nicht als Punkt
abgebildet wird. Wie oben schon angesprochen, spielen dabei Beugungseffekte ei-
ne große Rolle. Wie ein punktfo¨rmiges Objekt abgebildet wird, wird mit der PSF
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Abbildung 2.11: Prinzip eines konfokalen Mikroskopes. a) Mo¨glicher Aufbau, sowie
Strahlengang fu¨r Objekte innerhalb und außerhalb der Fokusebene. b) Idealerweise
ist die Moleku¨lkonzentration so gewa¨hlt, dass sich im Mittel nur ein Moleku¨l im
Fokusspot befindet.
beschrieben, ein Schnitt fu¨r die laterale und die axiale Richtung ist in Bild 2.12
dargestellt.
Im Grenzfall einer unendlich kleinen Lochblende ergibt sich gegenu¨ber einem
einfachen Mikroskop eine um den Faktor 1√
2
verbesserte Auflo¨sung in der Ebene
[51, 53]:
rkonfokal = 0, 44
λ
NA
. (2.14)
Dies erkla¨rt sich daraus, dass sich im konfokalen Mikroskop nicht nur die Inten-
sita¨tsverteilung des Anregungslichtes, sondern auch die Emission des beobachteten
Objektes als PSF beschreiben la¨sst. Das resultierende Bild ist also die Faltung zweier
PSF, fu¨r den Fall, dass Belichtungs- und Beobachtungsoptik identisch sind, einfach
das Quadrat der PSF.
Entscheidend dabei ist, dass die Nebenmaxima der Funktion deutlich kleiner werden.
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Abbildung 2.12: Schnitt durch eine dreidimensionale PSF. a) xz-Ebene, b) xy-Ebene.
[52]
So wird der durch die U¨berlagerung der Intensita¨ten mehrerer Objekte verursach-
te Hintergrund zwischen den Hauptmaxima geringer, der Kontrast so erho¨ht. Dies
macht sich besonders deutlich bemerkbar, wenn benachbarte Objekte verschieden
hell sind. Unter ungu¨nstigen Umsta¨nden ko¨nnte bei einem normalen Mikroskop das
dunklere Objekt in den Nebenmaxima des helleren einfach nicht erkennbar sein.
Entscheidender fu¨r das konfokale Mikroskop ist jedoch die verbesserte Tiefenscha¨r-
fe. Legt man wieder das Raighley-Kriterium zu Grunde, so ergibt sich fu¨r konfokale
Mikroskope
zax = 1, 5
nλ
NA2
(2.15)
als Mindestabstand zweier getrennt auflo¨sbarer Punkte in axialer Richtung [51,
53].
Diese extreme Empfindlichkeit auf die Fokusposition verschafft dem konfokalen Mi-
kroskop gegenu¨ber dem herko¨mmlichen einen entscheidenden Vorteil: Es ko¨nnen
nicht nur du¨nne Proben beobachet werden, sondern auch Volumenproben, und zwar
gezielt verschiedene Tiefenebenen von diesen. Dadurch ist es bspw. mo¨glich, ein
dreidimensionales Bild einer Probe zu erstellen, indem man nach einem lateralen
Bildscan einfach die Position des Probe axial definiert a¨ndert.
Die Tiefenscha¨rfe steigert außerdem den Kontrast, da im Prinzip nur Licht aus der
Fokusebene eingesammelt wird, welches vom Pinhole selektiert wird, und es kein
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sto¨rendes Streulicht aus anderen Ebenen gibt.
Fu¨r eine umfassendere Betrachtung sei auf die Quellen [50, 54, 55] verwiesen,
[56] entha¨lt umfangreiche theoretische Betrachtungen.
2.3.3 Spektrometer
Optische Spektrometer dienen dazu, Eigenschaften wie Emission, Transmission oder
Absorption eines Stoffes kontinuierlich u¨ber einen spektralen Bereich zu ermitteln.
Dazu bedarf es einer Lichtquelle, die Licht mit einem wohlbekannten Spektrum aus-
sendet sowie einer Detektionseinheit. Des weiteren beno¨tigt man ein System aus
Gittern und Spalten, um die Wellenla¨ngen selektiv zu emittieren oder zu detektie-
ren.
In den meisten Fa¨llen wird mit dem Gittersystem das Licht soweit gebrochen und
gebeugt, bis man die Wellenla¨ngen auf weniger als 1 nm genau selektieren kann.
Als Lichtquellen kommen in den meisten Fa¨llen Metalldampflampen zum Einsatz,
fu¨r bestimmte Spektrometer sind auch LASER gebra¨uchlich.
Je nach Bauart ko¨nnen Absorption, Reflexion oder Transmission bestimmt werden,
teilweise auch die Fluoreszenz. Hierfu¨r wird die Anregungswellenla¨nge konstant ge-
halten, und das von der Probe emittierte Licht wird spektral zerlegt.
Fu¨r diese Arbeit sind Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Bedeutung, wo-
bei das Absorptionsspektrum eines Systems die Verteilung der Absorptionszusta¨nde
veranschaulicht und ein Fluoreszenzspektrum das der emittierenden Zusta¨nde.
Eine andere Form der Spektrometrie ist die Ellipsometrie. Mittels dieser wurden
die genauen Schichtdicken der Polymerfilme bestimmt. Mit diesem Verfahren kann
außer der Schichtdicke ebenfalls die dielektrische Funktion und daraus die optischen
Konstanten bestimmt werden. Die Gro¨ßen lassen sich auch unabha¨ngig voneinander
ermitteln, wenn man die Messung mit verschiedenen Wellenla¨ngen durchfu¨hrt.
Das Verfahren beruht darauf, dass sich bei der Wechselwirkung mit Materie die Po-
larisation des Lichts a¨ndern kann. Bei der hier genutzten Methode strahlt man mit
linear polarisiertem Licht auf die Probe und misst die A¨nderung der Elliptizita¨t.
Dies wird fu¨r verschiedene Einfallswinkel durchgefu¨hrt, weshalb man von Variable
Angle Spectroscopic Ellipsometry (VASE) spricht.
2.4 Detektion einzelner Moleku¨le
Die Detektion einzelner Moleku¨le gelang erstmals indirekt 1987 [57] durch Auswer-
ten von Photonenstatistiken in einer stro¨menden Lo¨sung fluoreszierender Farbstoffe.
Spektroskopisch wurden sie kurze Zeit spa¨ter untersucht [1, 58].
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Erst seitdem diese Beobachtungen mo¨glich sind, ko¨nnen Pha¨nomene beobachtet
werden, die im Ensemble nicht oder nur schwer nachweisbar sind. Eines der charak-
teristischsten Einzelmoleku¨lpha¨nomene ist das Blinken.
Durch die fortschreitende Entwicklung der Mikroskope und Detektoren ist die De-
tektion einzelner Moleku¨le heutzutage eine viel genutzte analytische Untersuchungs-
methode in Physik, Chemie, Biologie und Medizin. Neben Moleku¨len und Nanopar-
tikeln werden auch Farbzentren und fluoreszierende Proteine beobachtet. Es werden
bspw. Fluiddynamik und Diffusion untersucht, der Verlauf biologischer Prozesse
verfolgt oder Einzelmoleku¨le als Sonden zur Untersuchung von Matrixeigenschaften
eingesetzt.
Einen guten U¨berblick u¨ber dieses Gebiet bieten die Referenzen [59, 60, 61, 62].
Kapitel 3
Experimentelles
In diesem Kapitel sollen die wichtigsten experimentellen Methoden und Aufbauten
vorgestellt werden. Neben einem Zeiss LSM 510 Laser-Scanning Mikroskop stehen
zwei hochauflo¨sende konfokale sowie ein Weitfeldmikroskop zur Verfu¨gung, die von
Mitgliedern der Arbeitsgruppe aufgebaut wurden. Außerdem wurde im Rahmen die-
ser Arbeit ein konfokales Mikroskop mit geringer Auflo¨sung aufgebaut und damit
Experimente durchgefu¨hrt.
Des weiteren soll hier auf die Probenpra¨paration eingegangen werden. Neben den
Ensemble- wurden auch Einzelmoleku¨lproben hergestellt. Um einzelne Moleku¨le be-
obachten zu ko¨nnen ist es wichtig, die Moleku¨le in einem hinreichend großen Abstand
bzw. kleiner Konzentration auf die Substrate zu bringen.
3.1 Probenherstellung
Um die Wechselwirkung der Farbstoffmoleku¨le untereinander zu vermeiden, sollten
diese nicht zu dicht zusammen liegen. Der Energietransfer spielt bei Entfernungen
bis 10 nm eine wichtige Rolle [63], daru¨ber hinaus wird die Effizienz des FRET ver-
nachla¨ssigbar, d.h. bei einem mittleren Abstand von etwa 10 nm sollten die Moleku¨le
einander kaum noch beeinflussen (siehe Abschnitt 2.1.1).
Vor der Probenpra¨paration sollte man daher den mittleren Abstand abscha¨tzen. Da
alle Proben aus Lo¨sungen hergestellt werden, ist es sinnvoll, in die Abscha¨tzung
die Konzentration des Farbstoffes und das Volumen des Polymeres bezogen auf das
Lo¨sungsmittel einzubeziehen.
Unter der Annahme, dass sich um jedes punktfo¨rmige Farbstoffmoleku¨l eine Ku-
gel aus Polymer mit dem minimal akzeptablen Radius rmin befindet, welcher der
Ha¨lfte des mittleren Abstandes entspricht, erha¨lt man mit der Avogadro-Konstante
NA, dem Lo¨sungsmittelvolumen VLo¨sung sowie dem Polymervolumen VPolymer als
31
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ho¨chstmo¨gliche Farbstoffkonzentration in Abha¨ngigkeit von rmin
Cmax =
3 · 1024
4piNA
VPolymer
VLo¨sung
r−3min, (3.1)
wobei die Konzentration in [Cmax] = 1
mol
l
= 1 M und der Radius in [r] = 1 nm
eingehen.
Ob man einzelne Moleku¨le sehen oder besser auflo¨sen kann, ha¨ngt vom Auflo¨sungs-
vermo¨gen der verwendeten Mikroskope ab. Bei dem hier verwendeten Weitfeldmikro-
skop sollen die Moleku¨le mindestens 200 nm mittleren Abstand voneinander haben,
besser ist etwa 1 µm.
3.1.1 Substrate
Fu¨r die Einzelmoleku¨lspektroskopie mu¨ssen an die Substrate und deren Reinigung
besondere Anforderungen gestellt werden. Weder darf das Substrat einen zu hohen
Untergrund erzeugen, noch du¨rfen zu viele fluoreszierende Verunreinigungen daran
haften.
Jedoch gibt es kaum geeignete Materialien, bei denen beides zusammenpasst. Qua-
drate aus polierten Siliziumwafern mit einer Oxidschicht von etwa 100 nm (10 mm
× 10 mm, Zentrum fu¨r Mikrotechnologie (ZfM), Chemnitz) erzeugen einen sehr klei-
nen Untergrund, dafu¨r lassen sie sich nur schlecht komplett von verunreinigenden,
fluoreszierenden Moleku¨len sa¨ubern, wohingegen Quadrate aus einem Quarzwafer
(10 mm × 10 mm, Synthetic Fused Silica, Lithosil Q0, Schott Lithotec Jena) nahe-
zu komplett davon befreit werden ko¨nnen.
Somit wurden die Quarzwafer fu¨r die Einzelmoleku¨lexperimente gewa¨hlt, da ein
etwas erho¨hter Untergrund gegenu¨ber punktuellen Verunreinigungen die bessere Al-
ternative darstellt. Die Begru¨ndung fu¨r diese Wahl ist, dass man auf einem erho¨hten
Untergrund sehr wohl die fluoreszierenden Moleku¨le erkennen kann, jedoch sind die
ebenfalls fluoreszierenden Verunreinigungen im Prinzip nicht von den zu untersu-
chenden Farbstoffmoleku¨len unterscheidbar. Deswegen ist es auch unverzichtbar, das
gereinigte Substrat vor dem Aufbringen der Probe mit dem Weitfeldmikroskop zu
betrachten um sicher zu gehen, dass nur eine sehr geringe Zahl von Verunreinigun-
gen noch daran haftet. Gegebenenfalls muss das Substrat erneut gereinigt werden.
Zur Reinigung wurden die Substrate zuerst mit Aceton (techn.) und Ethanol (techn.)
gespu¨lt. Anschließend kamen sie fu¨r 15 Minuten in ein Becherglas mit erwa¨rmter (T
≈ 80◦C) Piranha-Lo¨sung in ein Ultraschallbad. Piranha-Lo¨sung ist eine hocha¨tzende
1:1 Mischung aus 96% iger Schwefelsa¨ure H2SO4 (Merck Suprapur
R©) und 30% igem
Wasserstoffperoxid H2O2 (Merck Suprapur
R©).
Anschließend wurden die Substrate mit Millipore-Wasser (entionisiertes und ultra-
filtriertes Wasser mit einem Widerstand von etwa 18 M Ω cm) abgespu¨lt und mit
Stickstoff trocken geblasen.
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Abbildung 3.1: Links: Struktur der verwendeten Farbstoffe. a) Rhodamin 6G, b)
DCM. Rechts: Absorptionsspektrum der beiden Farbstoffe. Außerdem sind die bei-
den in den Experimenten verwendeten Laserwellenla¨ngen eingezeichnet.
Fu¨r Ensemblemessungen wurden einfache Deckgla¨ser (18 mm × 18 mm, Marien-
feld Nr. 1) als Substrate genutzt, bei der Reinigung wurden außer bei den Proben
mit PVA auf das Piranha verzichtet. Fu¨r die PVA-Filme ist der Reinigungsschritt
mit Piranha wichtig, weil es die Glas- und Siliziumoberfla¨chen hydrophil macht. Da
Wasser als Lo¨sungsmittel fu¨r PVA genutzt wird benetzt die Lo¨sung auf einer hydro-
philen Oberfla¨che besser und die Filme werden homogener.
3.1.2 Probenpra¨paration
Fu¨r diese Arbeit wurden zwei verschiedene Farbstoffe untersucht, deren chemische
Struktur in Abb. 3.1 dargestellt ist. Es handelt sich dabei um die beiden bekannten
Laserfarbstoffe DCM (Radiant Dyes) und Rhodamin 6G (Radiant Dyes), welches ein
ionischer Farbstoff ist. Zur Probenpra¨paration wurden die Farbstoffe erst in Lo¨sung
gebracht, DCM in Toluol (fu¨r die Spektroskopie, Merck Uvasol), R6G in Wasser
(Millipore).
In den Ensembleproben wurden die Farbstoffmoleku¨le in Polymere eingebettet. Es
ist darauf zu achten, dass sich die Lo¨sungsmittel des Farbstoffes und des Polyme-
res vertragen. Das bedeutet, dass die Farbstoff- und die Polymerlo¨sung miteinander
mischbar sein mu¨ssen und eine Entmischung sowie Aggregation verhindert wird. Des-
halb wurde abha¨ngig vom Lo¨sungsmittel fu¨r das Polymer der Farbstoff ausgewa¨hlt:
fu¨r PS (Polymer Standards Service, PSS, MW = 184000) entsprechend das in Toluol
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Abbildung 3.2: Prinzip des Spin-Coatings [64]. a) Von einer Vakuumpumpe wird ein
Unterdruck erzeugt, der das Substrat auf dem Rotationstisch fest saugt. b) Mittels
einer Pipette wird die Lo¨sung auf das Substrat aufgebracht. c) Angetrieben durch
einen Motor rotiert der Tisch mit einer einstellbaren Frequenz, die Lo¨sung wird breit
geschleudert.
lo¨sliche DCM, fu¨r PVA (99+% hydrolisiert, Sigma-Aldrich R©, MW 89000 – 98000)
das wasserlo¨sliche R6G.
Fu¨r die Einzelmoleku¨lproben wurde ga¨nzlich auf Polymere verzichtet, da diese wie
die Substrate ebenfalls fluoreszierende Verunreinigungen enthalten und im Gegen-
satz zu den Substraten nur mit großem Aufwand hinreichend sauber verarbeitet
werden ko¨nnen. So mu¨ssen alle Gefa¨ße, Spatel und Pipetten gru¨ndlichst gesa¨ubert
werden, des weiteren sollten die verwendeten Chemikalien mo¨glichst aus erstmalig zu
o¨ffnenden Verpackungen genutzt werden, um eine vorherige Kontamination auszu-
schließen. Der zeitliche und experimentelle Aufwand fu¨r Einzelmoleku¨lspektroskopie
in einer Polymermatrix wa¨re im Rahmen dieser Arbeit zu groß gewesen.
Die Herstellung der Proben erfolgte in den meisten Fa¨llen mittels Spin-Coating
(Lackschleudern). Das Prinzip ist in Abb. 3.2 dargestellt. Die Probe wird auf einen
Rotationstisch gelegt und durch einen von einer Pumpe erzeugten Unterdruck dar-
auf fixiert. Dann wird mit einer Pipette die Lo¨sung (meist 50 µl) auf das Substrat
aufgebracht und anschließend der Tisch in Rotation versetzt. Durch die Fliehkraft
wird die Lo¨sung nach außen geschleudert und verteilt sich so gleichma¨ßig auf dem
Substrat. Durch die so vergro¨ßerte Oberfla¨che verdunstet das Lo¨sungsmittel schnell,
wodurch die Zeit fu¨r Diffusion stark eingegrenzt und ein Aggregieren des Farbstoffes
verhindert werden soll.
Eine genauere Beschreibung des Spin-Coatings ist in [65] gegeben.
Um die Schichtdicke aus der Farbstoffpolymerlo¨sung abzuscha¨tzen, wird aus Er-
fahrungswerten die Faustregel 1 g Polymer pro 5 ml Lo¨sung ≈ 1 nm Schichtdi-
cke angesetzt. In dieser Arbeit wurden erstmalig in der Arbeitsgruppe die genauen
Schichtdicken mittels Ellipsometrie bestimmt, die Ergebnisse sind in Kapitel 4 zu-
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sammengefasst.
Bei dem Versuch, homogenere und dickere Polymerfilme herzustellen, wurde spa¨ter
dazu u¨bergegangen, anstatt einem bestimmten Volumen soviel Lo¨sungsmittel auf
das Substrat zu geben, bis dieses komplett damit bedeckt war.
Da die maximale mit Spincoating erreichbare Schichtdicke durch die Drehzahl und
die Viskosita¨t (bzw. die Polymerkonzentration) begrenzt ist [66], wurde versucht,
Volumenproben auf eine andere Art herzustellen. Dazu wurde die Farbstoffpoly-
merlo¨sung auf das Substrat aufgebracht und unter Normalbedingungen unter einer
Abdeckung getrocknet, bis das Lo¨sungsmittel verdunstet und die Polymerschicht
fest war.
Hier wurde die Schichtdicke mit dem Zeiss-Laserscanningmikroskop gemessen, ty-
pischerweise lagen die Werte zwischen 10 µm und 20 µm. Allerdings waren die
Schichtdicken relativ inhomogen, bedingt durch den
”
Kaffeeflecken-Effekt“ [67] war
der Rand stets dicker als die Mitte.
Die Proben wurden vor den Experimenten auf bereits optisch sichtbare Fehler ge-
pru¨ft. Traten bereits dabei starke Inhomogenita¨ten auf, wurde die Probe verwor-
fen und eine neue hergestellt. Zu solchen Fehlern, die beim Spin-Coating auftreten
ko¨nnen, za¨hlen Lo¨cher im Polymerfilm, Wirbelmuster oder Schlieren. Als mo¨gliche
Ursachen sind bspw. ein zu geringes Volumen der Lo¨sung, falsche Drehgeschwindig-
keit oder Verunreinigungen zu nennen [68].
3.2 Das Weitfeldmikroskop und die
konfokalen Mikroskope
Fu¨r das Weitfeldmikroskop (Abb. 3.3) wurde die 514,5 nm Linie eines Argonionen-
lasers (Beam Lok, Spectra Physics) genutzt. Ein elektrooptischer Modulator (con-
optics 370) dient zur Stabilisierung der Leistung, so dass bei den Messungen immer
von einer konstanten Leistung ausgegangen werden kann. Ein Laserlinefilter unter-
dru¨ckt andere Wellenla¨ngen.
Zu Beleuchtung der Probe sowie zum Einsammeln des Fluoreszenzlichtes dient ein
Zeiss-Objektiv (100×, NA 0,9). Ein dichroitischer Strahlteiler (Omega 505 DLRP)
sowie ein Langpass-Fluoreszenzfilter (Omega 530 ALP) trennen das Fluoreszenz-
vom Anregungslicht, anschließend wird das Licht mit einer Tubuslinse (f = 250
mm) auf den CCD-Chip abgebildet. Die Daten werden mit einer Kamera Pentamax
Intensified CCD (Roper Scientific, GenIV Intensifier) aufgenommen. Der fu¨r 505 nm
ausgelegte Dichroit funktioniert in der gewu¨nschten Weise, da er unter einem an-
derem Winkel, als der fu¨r den die Nennwellenla¨nge angegeben ist, im Strahlengang
steht.
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des verwendeten Weitfeldmikroskopes.
Fu¨r die konfokale Mikroskopie standen zwei verschiedene Aufbauten zur Verfu¨-
gung. Bei beiden werden die Proben mit Licht der Wellenla¨nge 532 nm eines di-
odengepumpten, frequenzverdoppelten Nd:YAG-Laser (Neodym:Yttrium Alumini-
um Granat) angeregt, des weiteren erfolgte die Beleuchtung sowie das Einsammeln
des Fluoreszenzlichtes jeweils mit einem Zeiss Objektiv (100×, NA 0,9). Ebenfalls in
beiden Aufbauten vorhanden sind ein Fluoreszenzfilter (Omega HQ 545 LP) sowie
als Detektor eine APD (Perkin Elmer optoelectronics) mit einer Dunkelza¨hlrate von
etwa 200 Hz.
Bei den konfokalen Mikroskopen handelt es sich einerseits um ein LSM (Laser: Mil-
lenia Pro, Spectra Pysics), bei dem der Strahl mit beweglichen Spiegeln (Newport)
u¨ber die Probe bewegt wird, zum anderen um ein Sample-Scanning Mikroskop (Abb.
3.4) mit einem Piezotisch, der sich in alle drei Raumrichtungen verschieben la¨sst (pie-
zosystem jena). Lateral zum Laserstrahl ist eine Scanweite von 80 µm mo¨glich, axial
20 µm. Zur Ansteuerung la¨sst sich ein closed loop schalten, d.h. es gibt fu¨r die Steue-
rung eine Ru¨ckmeldung u¨ber die tatsa¨chliche Position des Tisches. Dadurch wird die
Position aktiv nachreguliert, d.h. ein Drift der Piezos wird verhindert. Zur Anregung
dient hier ein kompaktes Lasermodul (Pusch OptoTech CW DPSS-Modul) mit 30
mW Leistung.
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Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau des verwendeten konfokalen Mikroskopes.
3.3 Das Low-Resolution Konfokalmikroskop
Fu¨r die weiteren Messungen am Ensemble waren weder das Weitfeldmikroskop noch
die konfokalen Mikroskope geeignet. Am Weitfeldmikroskop ist die Dynamik des De-
tektors, sprich des CCD-Chips, zu gering. Außerdem ist in beiden Mikroskoptypen
die Tiefenscha¨rfe gering, dass bedeutet, dass man den Fokus sehr genau einstellen
muss, um sowohl die Anregung als auch das Aufsammeln des Fluoreszenzlichtes zu
optimieren.
Das bringt zwei Nachteile mit sich. Zum einen wird beim Einstellen des Fokus die
Probe schon beleuchtet. So werden die Moleku¨le schon angeregt, fluoreszieren und
bleichen, bevor man u¨berhaupt mit der eigentlichen Messung beginnen kann. Damit
sind zeitabha¨ngige Messungen des Photobleichens nur schwer mo¨glich bzw. ko¨nnen
Ergebnisse verfa¨lscht werden. Zum anderen kann eine leichte Drift der Probe aus
dem Fokus bzw., wenn dieser nicht richtig justiert war, weiter hinein zu falschen
Messergebnissen fu¨hren. Bei einer Drift aus dem Fokus hinaus bspw. wird die An-
regungsintensita¨t auf der Probe geringer, das Bleichen geschieht langsamer. Ebenso
kann die Drift nach anfa¨nglichem Bleichen eine scheinbare Wiedererho¨hung bzw. Er-
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Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau des verwendeten konfokalen Mikroskopes mit
geringer Auflo¨sung.
holung der Fluoreszenzintensita¨t hervorrufen, indem ungebleichte Moleku¨le in den
Fokus geraten.
Die Lo¨sung fu¨r dieses Problem stellt ein Kompromiss dar, das konfokale Mikroskop
mit geringer Tiefenauflo¨sung low-resolution confocal microscope [12]), siehe Abb.
3.5.
Beim LRC-Mikroskop verwendet man anstatt eines Objektives eine Linse (f = 80
mm) und ist so in der Lage, ein gro¨ßeres Volumen anzuregen. Da die Fokusla¨nge
dieser Linse deutlich gro¨ßer als bei den in den anderen Aufbauten vewendeten Ob-
jektiven ist, verringert sich die Sensitivita¨t der Anregungsleistung bezu¨glich der Pro-
benposition. Verwendet man nun immer Substrate a¨hnlicher Dicke ist es so mo¨glich,
das System einmalig fest zu justieren und die Messungen ohne Suche der idealen
Fokusposition zu starten, da sich kleinere Dickenschwankungen der Proben nicht
mehr wesentlich auf die Fokusposition auswirken. Dadurch vermeidet man es, die
Probe vor der eigentlichen Messung mit dem Laser beleuchtet zu haben.
Das Fluoreszenzlicht wird mit einem Dichroit (Omega 525 DLRP) vorselektiert. An-
schließend wird es mit einer Fokuslinse (f = 100 mm) fokussiert, zwei Langpassfilter
(Omega 530 ALP) unterdru¨cken danach nahezu den gesamten Untergrund. Des wei-
teren selektiert man mittels eines Pinholes (d = 30 µm), welches im Fokus der Linse
steht, nur Fluoreszenzlicht aus dem Zentrum des angeregten Volumens mit der Ab-
sicht, nur Moleku¨le zu betrachten, die mit der gleichen Leistung angeregt wurden.
Als Detektor dient ein Photomultiplier (PMT, deutsch: Sekunda¨relektronenverviel-
facher, SEV) vom Typ Hamamatsu H6240-01. Dieser wird im Einzelphotonen-Modus
betrieben, ist also sehr empfindlich, und verfu¨gt u¨ber eine große Dynamik. Za¨hlraten
von einigen 100 Hz bis hin zu wenigen MHz ko¨nnen detektiert werden.
Zur Anregung kommt hier wieder der Argonionenlaser zur Anwendung, dessen Licht
mittels einer Glasfaser zum Aufbau geleitet wird. Hinter dem Auskoppler befindet
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Abbildung 3.6: Bild aus dem Zeiss-Mikroskop, Darstellung von Fluoreszenz und
Transmission einer gebleichten Region, daneben Profil in Pfeilrichtung, deutlich er-
kennbar die Abnahme in der Fluoreszenzintensita¨t.
sich noch ein Shutter (optischer Verschluss). Mit diesem werden in den Experimen-
ten die Beleuchtungs- und Dunkelzeiten gesteuert. Anfa¨nglich wurde der Shutter
separat gesteuert, zuletzt war er mit dem Programm zur Datenaufnahme synchro-
nisiert, was deutlich effektiver ist. Die Schaltzeit (einmal komplett Auf und wieder
Zu) betra¨gt etwa 30 ms, was wahrscheinlich an der Schaltung liegt. In dieser befin-
det sich ein Kondensator, der die minimale Schaltzeit begrenzt, mit einer anderen
Ansteuerung sollte der Shutter deutlich schneller schaltbar sein. Allerdings wird die
minimale Schaltzeit ebenfalls durch die Mechanik des Shutters begrenzt.
Der Shutter la¨sst sich u¨ber ein Programm mit Millisekundenauflo¨sung von den an-
gesprochenen 30 ms bis zu einer beliebigen Zeit o¨ffnen und schließen, wobei die Zeit
in der der Shutter offen und in der er geschlossen ist unabha¨ngig voneinander ein-
stellbar sind.
Zur Bestimmung der Intensita¨t auf der Probe fu¨r diesen Aufbau ist neben der
mit einem Leistungsmessgera¨t bestimmten Leistung auch der Durchmesser des La-
serspots am Ort der Probe notwendig. Oftmals wird dieser mittels eines Pinholes
bestimmt, dessen Position vera¨ndert wird. Anhand der transmittierten Intensita¨t
la¨sst sich dann das Strahlprofil ermitteln.
Hier wurde der Durchmesser mit Hilfe eines anderen Mikroskopes bestimmt. Die
Proben wurden, nachdem sie im LRC-Mikroskop mit dem Laser beleuchtet wurden,
mit dem kommerziellen Zeiss-LSM betrachtet. Wa¨hrend die Transmission u¨ber die
gesamte Probe relativ gleichma¨ßig war, konnten in der Fluoreszenz Lo¨cher entdeckt
werden (Abb. 3.6). Da an einigen Proben ganze Muster (Serie von Lo¨chern) ent-
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deckt werden konnten, die vorher mit dem LRC-Mikroskop erzeugt wurden, sind
diese Lo¨cher klar den Bleichexperimenten zuzuordnen. Diese Lo¨cher in der Fluores-
zenz entstehen, wenn an der Stelle ein großer Teil der vorhandenen Farbstoffmoleku¨le
chemisch gebleicht wurde und nicht mehr zur Fluoreszenz beitragen kann.
Betrachtet man nun das Profil eines Loches, so erkennt man einen gaußfo¨rmigen Ver-
lauf der Fluoreszenzintensita¨t. Legt man sich nun auf ein Maß fest (z.B. FWHM,
Breite bei 1/e2), kann man die Intensita¨t des Laserspots berechnen.
In Abbildung 3.7 ist dem Profil eine Gauss-Funktion von Origin angepasst. Der an-
gegebene Fehler der Fitparameter liegt bei etwa fu¨nf Prozent, was einen sehr guten
Wert darstellt. Die Peakbreite bei einer relativen Intensita¨t von 1/e2 betra¨gt etwa
200 µm.
Man kann die Intensita¨t mit der Formel
I0 =
2P
piw2
(3.2)
abscha¨tzen, wobei P die gemessene Leistung an der Stelle der Probe und w ein
Fitparameter aus der Gaussfunktion
y = y0 +
A
w
√
pi
2
exp
(
−2
(
x− xc
w
)2)
(3.3)
ist. Die zur Berechnung der Intensita¨t beno¨tigte Leistung betra¨gt P = 5 mW.
Es interessiert aber nicht die durchschnittliche Intensita¨t u¨ber die gesamte Fla¨che,
sondern lediglich u¨ber einen kleinen Streifen um das Maximum der Gaussverteilung
herum, da das restliche Licht vom Pinhole nicht durchgelassen wird. Da sich Probe
und Pinhole jeweils im Fokus der zugeho¨rigen Linse befinden, kann man u¨ber eine
einfache Abbildungsgleichung berechnen, dass nur Licht aus einem Durchmesser von
24 µm um den Strahmittelpunkt herum den Detektor erreicht.
Die Anregungsintensita¨t im detektierten Bereich betra¨gt 50 W/cm2.
Bei den Bleichexperimenten waren im Signal des PMT einige erho¨hte Werte
sichtbar. Es handelt sich dabei jeweils um nur einzelne Datenpunkte (was in einer
logarithmischen Darstellung natu¨rlich sehr verzerrt wirkt), die willku¨rlich auftre-
ten und deren Intensita¨t im Vergleich zu den umgebenden Punkten teils nur leicht
erho¨ht ist, teils ein Vielfaches davon betra¨gt.
Diese Sto¨rungen traten unabha¨ngig von der Signalho¨he auf, jedoch nicht im Dun-
kelrauschen des PMT, welches im Bereich von etwa 150 Hz liegt. Die Vermutung
liegt nahe, dass es sich um von außen eingetragene Sto¨rsignale handelt, da sich der
Aufbau neben dem Lasertisch befand, auf bzw. unter dem sich Laser, Transformato-
ren sowie Ku¨hlaggregate befinden, die allesamt sta¨rkere elektromagnetische Felder
erzeugen.
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Abbildung 3.7: Fit des Fluoreszenzprofils mit einer Gauss-Funktion, dazu sind die
Fitparameter der Gaussfunktion angegeben.
Um die genaue Ursache zu finden, wurde dem PMT mittels Streulicht einer einfa-
chen Tischlampe ein Signal in der Gro¨ßenordnung von 500 kHz gegeben (eine u¨bliche
Gro¨ße in den durchgefu¨hrten Experimenten), und nach und nach sa¨mtliche in Frage
kommende Sto¨rquellen abgeschaltet.
Als Ergebnis war zu sehen, dass auch nachdem bis auf die notwendigen Gera¨te (Span-
nungsquelle fu¨r PMT, PC, Tischlampe) alles abgeschaltet war, die Sto¨rungen des
Signals weiterhin auftraten. Es ist also wahrscheinlich, dass es sich um einen Fehler
des PMT selbst handelt. Da kein a¨quivalenter Detektor verfu¨gbar war, wurde mit
diesem weitergearbeitet. Außerdem wurde auf eine manuelle Korrektur der Daten
verzichtet, da es keine quantitative Analyse der Daten gab, bei der diese einzelnen
Extremwerte sto¨rend gewirkt ha¨tten.
Kapitel 4
Charakterisierung der
Polymerfilme
Wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, ist an Oberfla¨chen von Polymeren die Dichte von
Trapzusta¨nden ho¨her als im Volumen. Um zu bestimmen, inwiefern diese Zusta¨nde
das Blinken beeinflussen, muss man also die Zahl der Moleku¨le in der Na¨he der
Oberfla¨che variieren.
Generell ist bekannt, dass Polymeroberfla¨chen ein anderes Verhalten als das Bulk-
material (Volumenmaterial) zeigen. So tritt bspw. bei du¨nnen Polymerfilmen (hoher
Oberfla¨chenanteil) eine deutliche Verschiebung der Glastemperatur auf [69, 70].
Derartige Oberfla¨cheneffekte in Polymeren ko¨nnen durch ein Schichtmodell beschrie-
ben werden, wobei sich die Schicht an der Oberfla¨che durch eine erho¨hte Mobilita¨t
auszeichnet [71]. An der Grenzschicht zu einem Substrat hingegen ist die Mobilita¨t
geringer [71]. Die Grenzschicht hat eine Dicke von 2 nm – 3 nm, die Oberfla¨chen-
schicht etwa 10 nm [72, 73].
Das bedeutet, dass in einem 20 nm dicken Film etwa 50% der Farbstoffmoleku¨le
Oberfla¨cheneffekten unterliegen, bei einem Film von 1 µm Dicke dagegen nur 1%.
Deshalb ko¨nnen Oberfla¨cheneffekte leicht durch Variation der Schichtdicke unter-
sucht werden. Um vergleichbare Bedingungen zu haben, wird andererseits die Kon-
zentration der Farbstoffmoleku¨le so angepasst, dass der mittlere Abstand der Mo-
leku¨le gleich bleibt.
Dazu mu¨ssen neben den Konzentrationen auch die Schichtdicken bekannt sein. Aus
diesem Grund wurden Polymerfilme hergestellt und deren Dicke gemessen.
Zur Bestimmung der Schichtdicke mittels VASE wurden Siliziumsubstrate genutzt.
Ein gereinigtes Substrat diente als Referenz, als Proben wurden PS- und PVA-Filme
durch Spin-Coating hergestellt (siehe Abschnitt 3.1.2). Die Herstellungsparameter
Konzentration und Drehzahl wurden u¨ber große Bereiche vera¨ndert.
Fu¨r die Auswertung der Daten wird das Cauchy-Modell genutzt. Bei den hier ver-
messenen Proben geht man dabei von einem Dreischichtsystem aus, bestehend aus
dem Silizium, Siliziumoxid und dem Polymer. Fu¨r die optischen Eigenschaften der
ersten beiden Schichten wird auf eine Datenbank zuru¨ckgegriffen, in der sich Ver-
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gleichswerte befinden.
Die Bestimmung der gewu¨nschten Werte aus den Messdaten erfolgt mittels eines
Fits, wobei man eine vorherige Abscha¨tzung der Schichtdicke als Eingangsgro¨ße
beno¨tigt. Fu¨r den Siliziumwafer sind das 0,5 mm, dazu kommen noch 100 nm fu¨r
die Siliziumoxidschicht. Fu¨r die Polymerschicht wurde die Schichtdicke wie in Ab-
schnitt 3.1.2 gescha¨tzt und angegeben.
Das Programm passt dann das zu Grunde liegende Modell an, bis die mittlere qua-
dratische Abweichung so klein wie mo¨glich wird. Es ist allerdings mo¨glich, dass es
sich nicht um das globale, sondern nur um ein lokales Minimum des Fehlers handelt.
Dies ist durch leichte A¨nderung der Anfangsparameter sowie erneutem Anpassen zu
untersuchen.
Fu¨r die Ermittlung der Schichtdicke geht man vom Cauchy-Modell aus, welches
bei transparenten Schichten Anwendung findet. Fu¨r die Polymerfilme wurden dazu
Daten aus dem Energiebereich von 0,73 eV – 4 eV (1700 nm – 300 nm) genutzt.
Ausgangsgleichung fu¨r die Schichtdickenbestimmung ist dabei
n(λ) = A+
B
λ2
+
C
λ4
(4.1)
was den Verlauf des Brechungsindexes darstellt. A, B und C sind Fitparameter.
Bei dem hier zur Verfu¨gung stehenden Spin-Coater ist 1380 min−1 die kleinste
einstellbare Drehzahl, das entspricht am Gera¨t einer Einstellung von 1.20, bei einer
Einstellung von 10.00 wird mit etwa 9900 min−1 die Ho¨chstdrehzahl erreicht. Der
Anstieg der Drehzahl erfolgt anna¨hernd linear mit der Einstellung an der Steue-
rung.
Man erkennt in Abbildung 4.1, dass die Schichtdicke fu¨r PS-Filme kaum von der
Drehzahl abha¨ngt. Bei einer um den Faktor 4,2 erho¨hten Drehzahl werden die Filme
um lediglich 20% du¨nner. Fu¨r PVA dagegen werden sie deutlich kleiner, bei gleicher
Erho¨hung der Drehzahl nimmt die Schichtdicke um 60% ab. Die absoluten Schicht-
dicken sowie ihre geringe Abha¨ngigkeit von der Drehzahl fu¨r PS passt zu bereits
vero¨ffentlichten Daten [66].
Das bedeutet, dass fu¨r die Herstellung unterschiedlich dicker Polymerfilme die Kon-
zentration der wesentliche Parameter ist. Bei einer ho¨heren Konzentration befindet
sich im gleichen Flu¨ssigkeitsvolumen mehr Polymer auf dem Substrat. Verdampft
dann das Lo¨sungsmittel, bleibt bei ho¨herer Konzentration mehr Material fu¨r die
Schichtbildung zuru¨ck und selbst bei hohen Drehzahlen bildet sich ein großer Teil
der Schicht, bevor das Material herunter geschleudert werden kann.
Die durch Eintrocknen hergestellten Volumenproben waren nicht homogen genug,
um mit der Ellipsometrie verla¨ssliche Daten zu erhalten. Alternativ wurden die
Schichtdicken hier u¨ber einen Z-Scan mit dem Zeiss LSM bestimmt. Da wie in Ab-
schnitt 2.3.2 beschrieben ein konfokales Mikroskop sehr tiefensensitiv ist, la¨sst sich
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Abbildung 4.1: Oben: Abha¨ngigkeit der Schichtdicke der Polymerfilme von der Dreh-
zahl des Spincoaters fu¨r verschiedene Konzentrationen von PVA in H2O und PS in
Toluol. Unten: Abha¨ngigkeit der Schichtdicke von der Polymerkonzentration.
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durch das Verschieben einer Probe durch die Fokusebene eine Reihe von Bildern aus
unterschiedlichen Tiefen der Probe aufnehmen. Nun kann man betrachten, bei wel-
chem Z-Wert das erste mal Fluoreszenz beobachtbar ist und bis zu welchem z-Wert
man diese verfolgen kann. Da die Z-Werte durch die Software des Zeiss LSM be-
reits in µm angegeben werden, kann man aus der Differenz einfach die Schichtdicke
abscha¨tzen. Eine genaue Angabe ist nicht mo¨glich, da die Fluoreszenz nicht diskret
beim Fokussieren auf die Grenzfla¨che einsetzt sondern bereits vorher zu sehen ist,
außerdem ist die Tiefenauflo¨sung endlich. Eine genaue Festlegung der Probengren-
zen ist daher mit dieser Methode nicht machbar.
Anhand der Daten besta¨tigte sich die Vermutung, dass die Filmdicke am Rand gro¨ßer
als in der Mitte war. Nach der Untersuchung mehrerer Proben la¨sst sich sagen, dass
die Schichtdicke zwischen 5 µm und 20 µm variierte. Das bedeutet, dass hier klar
die Volumeneigenschaften dominieren und die Oberfla¨cheneffekte vernachla¨ssigbar
werden.
Genauere Angaben sind nicht mo¨glich, da die Tiefenauflo¨sung des LSM auf etwa 1
µm begrenzt ist (siehe Gleichung 2.15, Objektiv 100×, 0,9 NA). Aus diesem Grund
ko¨nnen auch die du¨nneren Proben nicht auf diese Weise charakterisiert werden.
Kapitel 5
Photobleichen von Rhodamin 6G
Zuerst sollen einige grundlegende Dinge diskutiert werden. Dazu geho¨rten die Fra-
ge nach der Homogenita¨t der Farbstoffverteilung und auch die Qualita¨t des LRC-
Mikroskops.
Anschließend wird auf die Ergebnisse aus den Ensemblemessungen zu Rhodamin 6G
eingegangen. Dabei wird die Abha¨ngigkeit des Bleichens von der Farbstoffkonzen-
tration und der Schichtdicke untersucht. Weiterhin wird mit einer neuen Methode
versucht, den photochemischen und den photophysikalischen Teil des Bleichens zu
trennen.
5.1 Allgemeines
Obwohl mit dem Spin-Coaten sehr homogene Schichtdicken erreichbar sind, wurden
auf vielen Proben große Unterschiede in den Anfangsintensita¨ten bei den Messun-
gen festgestellt. Diese variierten teils um mehr als einen Faktor 5, was fu¨r eine
ungleichma¨ßige Verteilung des Farbstoffes in den Schichten spricht.
Deshalb wurde mit einem Sample-Scanning Konfokalmikroskop ein X-Z-Scan ver-
schiedener Proben durchgefu¨hrt. Die in Abb. 5.1 dargestellten Bilder zeigen, dass in
dem du¨nnen Film (rechts) der Farbstoff in einigen Bereichen deutlich konzentriert
Auftritt und das die Verteilung insgesamt sehr inhomogen ist. Dies wird auch bei
einem x-y-Scan deutlich, zur besseren Vergleichbarkeit werden aber fu¨r beide Pro-
ben die x-z-Bilder gezeigt.
Eine eindeutige Ursache hierfu¨r ist nicht erkennbar. Zu vermuten ist, dass Sto¨rungen
der Substratoberfla¨che wie große Rauhigkeiten oder Verunreinigungen einen negati-
ven Einfluss auf die Schichthomogenita¨t haben ebenso wie Entnetzungsprozesse des
Polymeres. Auch die unterschiedliche Lo¨slichkeit von Polymer und Farbstoff kann
eine Rolle spielen. Dass die Schichtdicke kleiner als das axiale Auflo¨sungsvermo¨gen
des Mikroskops ist, spielt fu¨r diesen Befund keine Rolle.
Die dicken, durch Eintrocknen hergestellten Filmen (links) hingegen scheinen u¨ber
weite Bereiche eine gleichma¨ßige Farbstoffverteilung zu haben, die Intensita¨ten un-
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Abbildung 5.1: R6G in PVA. Links: Probe, die durch eintrocknen hergestellt wurde.
Rechts: Du¨nne, durch Spin-Coaten hergestellte Probe.
terschieden sich hier auf einer Probe meist nur um einen Faktor 2. An der unteren
Grenzfla¨che scheint die Fluoreszenzintensita¨t etwas ho¨her zu sein. Ob sich an der
Grenzfla¨che zum Substrat der Farbstoff bevorzugt anlagert oder ob diese Beobach-
tung durch Reflexion an der Grenzfla¨che verursacht wird, wurde nicht gekla¨rt.
In Abb. 5.2 sind Bleichkurven von R6G dargestellt, die mit dem LRC-Aufbau
gemessen wurden. Die schwarze Kurve stellt Daten dar, die vor dem Einbau des
Pinholes gemessen wurden. Dort ist ein Steady-State nicht bzw. nur andeutungs-
weise zu sehen. Der Steady-State ist hierbei ein Zustand, in dem das Ensemble
von Rhodamin 6G Farbstoffmoleku¨len trotz fortwa¨hrender Anregung nicht weiter
bleicht, sondern eine gleichbleibende Fluoreszenzintensita¨t aufweist. Dieser Gleich-
gewichtszustand, der von einigen zehn Millisekunden bis etwa einer Sekunde nach
Bleichbeginn andauert, wurde bisher explizit nur fu¨r das System R6G in PVA berich-
tet [12]. Zondervan et al. gehen davon aus, dass dies die Grenze zwischen reversiblen
und irreversiblen Bleichen darstellt.
In der helleren Kurve, gemessen mit Pinhole, ist der Steady-State hingegen deutlich
erkennbar. Dies verdeutlicht, welchen großen Einfluss die Entscheidung, aus welcher
Region man Fluoreszenzlicht betrachten will, hat. Sammelt man Licht aus gro¨ßeren
Regionen ein, erha¨lt man dies auch aus den Randbereichen des Anregungsspots.
Durch die Gaußverteilung der Intensita¨t im Laserstrahl nimmt die Anregungsleis-
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Abbildung 5.2: Vergleich von Intensita¨tszeitreihen (R6G in PVA), gemessen mit
dem LRC. Die schwarze Kurve ist ohne Pinhole, die dunkelgraue Kurve mit Pinhole
gemessen.
tung nach außen hin deutlich ab (vergleiche Abb. 3.7), man erha¨lt ohne die Selektion
durch das Pinhole eine Mittelung der Bleichkurven fu¨r verschiedene Anregungsleis-
tungen. Das wiederum entspricht letztlich nur der Erho¨hung des Untergrundes fu¨r
das Signal aus den eigentlich zu beobachtenden Regionen.
Weiter verbessern ko¨nnte man die Selektion des Signals, wenn man direkt vor der
Probe ein weiteres Pinhole bzw. eine Maske anbringen wu¨rde [12].
5.2 Auswertung der Ensembledaten
Wie anfa¨nglich erwa¨hnt, ist es wichtig auf die Farbstoffkonzentration zu achten.
Wird diese zu hoch, beeinflussen sich die Moleku¨le untereinander und es kann zur
Fluoreszenzlo¨schung kommen.
Bei den durch Eintrocknen hergestellten Volumenproben waren einige mit augen-
scheinlich zu hohen Konzentrationen darunter. Wa¨hrend der Bleichversuche mit die-
sen Proben trat nach anfa¨nglichem Bleichen ein Photobrightening (Abb. 5.3) auf,
d.h. die Proben wurden nach einiger Zeit wieder heller. Da die Proben durchga¨ngig
angeregt wurden, kann dies kein Recovery-Effekt sein. Recovery bedeutet, dass sich
nach einem Bleichen die Fluoreszenzintensita¨t wieder erho¨ht und eventuell auf ihren
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Abbildung 5.3: R6G in PVA. Links: Fluoreszenz einer hochkonzentrierten Probe.
Rechts: Transmissionssignal.
urspru¨nglichen Wert ansteigt.
Die hier hier erwa¨hnte und im weiteren Verlauf der Arbeit behandelte (Fluoreszenz-)
Recovery hat auch nichts mit dem als FRAP (florescence recovery after photoblea-
ching [9]) bekannten Pha¨nomen bei Diffusionsprozessen zu tun, da die Farbstoffe bei
den Experimenten fu¨r die vorliegende Arbeit in einer Polymermatrix immobilisiert
wurden.
Es ist aber auch der am Ende von Kapitel 2.1.4 beschriebene Fall, dass es sich um
ein spezielles Verha¨ltnis der power-law Exponenten handelt, hier nicht wahrschein-
lich, da ein solches Verhalten fu¨r Rhodamin 6G in einer PVA-Matrix bisher nicht
beobachtet wurde.
Vielmehr ist hier davon auszugehen, dass zu Beginn das Quenching die Beobach-
tungen beeinflusst. Einige Moleku¨le liegen zu dicht zusammen und von ihnen ist
keine bzw. nur teilweise Intensita¨t zu sehen. Vermutlich beobachtet man zu Beginn
hauptsa¨chlich das Bleichen von Moleku¨len, die unbeeinflusst voneinander sind.
Andererseits werden natu¨rlich auch die dicht liegenden Moleku¨le und Aggregate an-
geregt und einige von ihnen werden in einen Dunkelzustand versetzt oder photoche-
misch gebleicht. Befinden sie sich in einem Dunkelzustand, ko¨nnen sie aber mit ihren
Nachbarn keinen Energietransfer mehr durchfu¨hren. Dies bedeutet gleichzeitig, dass
die nicht in einem Dunkelzustand befindlichen Moleku¨le wieder fluoreszieren und
somit zur Gesamtintensita¨t beitragen ko¨nnen. Das macht sich dann in einer Inten-
sita¨tssteigerung bemerkbar.
In Abb. 5.3 rechts sind die Ergebnisse zweier Transmissionsmessungen zu sehen.
Zum Vergleich wurde neben dieser Probe auch die Transmission an einer Probe mit
geringer Konzentration gemessen. Dazu wurde das Signal einer Photodiode, die sich
hinter dem Probenhalter befand, aufgenommen. Fu¨r die gering konzentrierte Probe
a¨ndert sich die Photospannung innerhalb der vorhandenen Messgenauigkeit nicht,
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d.h. die Absorption ist mit dieser Methode bei der Probe nicht messbar. Bei der
hochkonzentrierten Probe hingegen nimmt die Photospannung stark zu. Es werden
also immer weniger Photonen von den im Strahlengang befindlichen Farbstoffmo-
leku¨len aufgenommen, die Absorption der Probe nimmt ab.
Durch die Belichtung vera¨ndern sich also immer mehr Farbstoffmoleku¨len dahin-
gehend, dass sie nicht mehr in der Lage sind, die Photonen der Wellenla¨nge 514
nm zu absorbieren. Die offensichtlichste Mo¨glichkeit ist, dass sie photochemisch ge-
bleicht werden, also zu einer chemischen Reaktion angeregt werden, wodurch sich
ihre Struktur vera¨ndert. Warum der Anstieg linear erfolgt la¨sst sich nur vermuten.
Mo¨glicherweise ist die Anregungsintensita¨t so gering, dass nicht alle im optischen
Pfad des Laserstrahls befindlichen Moleku¨le zur gleichen Zeit irreversibel gebleicht
werden ko¨nnen, sondern das dieser Prozess nach und nach mit der Probentiefe fort-
schreitet. Es werden sozusagen die Farbstoffmoleku¨le Schicht fu¨r Schicht chemisch
vera¨ndert. Je dicker die Schicht ist, desto la¨nger sollte dieser Prozess als dauern.
Dies wurde jedoch noch nicht untersucht.
Wegen der Komplexita¨t der Prozesse wie Energietransfer oder Quenching ist es dem-
nach sinnvoll, Proben mit hinreichend geringerer Konzentration zu pra¨parieren und
diese fu¨r Messungen zu nutzen. Die Berechnung der maximalen Farbstoffkonzentra-
tion, bei der diese Prozesse eine vernachla¨ssigbare Rolle spielen, wurde im Abschnitt
3.1 behandelt.
Um die Frage zu beantworten, wie hoch der Anteil des reversiblen Bleichens
ist, wurde ein bislang in anderen Arbeiten [12, 74, 75, 76] eher beila¨ufig behandel-
ter Aspekt genutzt, die so genannte Recovery. Fluoreszenz-Recovery bedeutet, dass
wenn eine Probe nach Anregung und Bleichen mit keiner oder nur sehr geringer
Intensita¨t weiter belichtet wird, sich die Fluoreszenzintensita¨t wieder regeneriert.
Dieser Effekt wurde bei Nanopartikeln [26, 34, 37] beobachtet, weswegen er auf das
blinkinduzierte photophysikalische Bleichen zuru¨ckzufu¨hren ist, aber auch schon bei
Farbstoffen [12, 74, 76].
Fu¨r die Messung der Recovery muss es also zwischen Phasen der Anregung auch
Intervalle geben, bei denen die Probe unbeeinflusst vom Anregungslicht im Dunkeln
bleibt.
Experimentell wurde fu¨r die Versuche der Shutter am LRC-Mikroskop genutzt.
Durch ihn kann der Anregungsstrahl fu¨r eine wohldefinierte Zeit geo¨ffnet und an-
schließend wieder blockiert werden. Dadurch lassen sich einfach die Belichtungszeit
tB und die Ruhezeit tD als Variablen vera¨ndern.
Um die Recovery zu quantifizieren und sie fu¨r verschiedene Systeme vergleichbar zu
machen, definieren wir die Recovery R fu¨r eine feste Belichtungszeit tB als
R(tD) =
IR(tD)
IB
(5.1)
mit IB als Intensita¨tsverlust wa¨hrend der ersten Belichtungspphase und IR als
Intensita¨tsregeneration in der anschließenden Dunkelphase. Die Gro¨ßen sind in Abb.
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Abbildung 5.4: R6G in PVA. Intensita¨tszeitreihe zur Recovery-Bestimmung. Nach
kurzem Anregen und Bleichen um IB wird der Laserstrahl fu¨r eine definierte Zeit
tD geblockt. Bei erneutem Anregen ist eine Regeneration der Fluoreszenz um IR zu
sehen.
5.4 illustriert.
In Abbildung 5.5 ist dargestellt, wie sich die Recovery von Rhodamin 6G in ei-
ner PVA-Matrix mit zunehmender Ruhezeit tD erho¨ht. Angeregt wurde fu¨r 100 ms,
nach gleicher Ruhezeit hat sich die Fluoreszenz bereits wieder um 0,25 erholt. Nach
10 s Ruhezeit betra¨gt die Recovery bereits 0,8 und geht fu¨r lange Dunkelzeiten in
eine Sa¨ttigung u¨ber. Diese ist selbst fu¨r die Belichtungszeit von 100 ms kleiner als
1, was darauf hindeutet, dass das photochemische Bleichen bereits von Anfang an
stattfindet. Die eingezeichneten Fehler in diesem Diagramm entsprechen der Streu-
ung der Messwerte.
Da offenbar bei kurzen Anregungszeiten nahezu der gesamte Fluoreszenzintensita¨ts-
verlust nach wenigen Sekunden wieder ausgeglichen wird, muss es sich vornehmlich
um reversibles Bleichen handeln. Dass Rhodamin 6G eine Recovery auf sehr kurzen
Zeitskalen zeigt, berichteten bereits Zondervan et al. im Jahr 2003 [12].
Diffusion oder intramolekulare Umordnungen von R6G sind als Ursache fu¨r die
Recovery ausgeschlossen, da die Rhodamin 6G Moleku¨le in der PVA-Matrix immo-
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Abbildung 5.5: R6G in PVA. Mit steigender Ruhezeit erho¨ht sich die Recovery.
bilisiert sind. Am wahrscheinlichsten ist, dass es sich um einen Tunnelprozess von
Elektronen handelt. Die R6G Moleku¨le ko¨nnen sowohl anionische als auch kationi-
sche Radikale bilden, durch die PVA-Matrix ist aber die Bildung eines Rhodamin
6G Anions anzunehmen, d.h. Elektronen tunneln von der Matrix in die Farbstoff-
moleku¨le [12].
Fu¨r kurze Anregungszeiten dominiert also der blinkinduzierte reversible Anteil
des Bleichens, aber was ist mit dem irreversiblen Teil? Dieser sollte mit steigender
Anregungszeit zunehmen. Daher liegt es nahe, die Recovery-Experimente nach deut-
lich unterschiedlichen Belichtungszeiten durchzufu¨hren. Stimmt die Annahme, dass
der irreversible Anteil mit der Zeit zunimmt, sollte die durch den reversiblen Anteil
verursachte Recovery kleiner werden. Das entsprechende Schema ist in Abbildung
5.6 oben grafisch dargestellt.
In Abb. 5.6 unten zeigt die Ergebnisse von Experimenten, die zur Untersuchung
dieser Annahme gemacht wurden. Fu¨r fu¨nf verschiedene Belichtungszeiten tB ist die
Recovery fu¨r verschiedene Ruhezeiten tD aufgetragen. Es ist deutlich zu sehen, dass
mit la¨nger werdender Belichtungszeit die erreichbare Recovery kleiner wird. Fu¨r tB
= 20 s werden kaum 0,2 erreicht, wohingegen sich fu¨r tB = 100 ms fast die gesamte
Intensita¨t wieder regeneriert. Das heißt, dass nach 20 s Beleuchtungszeit 0,8 aller
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Abbildung 5.6: R6G in PVA. Oben: Schema zum Nachweis, dass der irreversible
Anteil des Bleichens mit der Zeit zunimmt. Unten: Recovery fu¨r unterschiedlich
lange Bleichzeiten tB in Abha¨ngigkeit von der Dunkelzeit tD.
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Rhodamin 6G-Moleku¨le irreversibel gebleicht sind.
Man erkennt auch, dass die Kurven fu¨r tB = 100 ms und fu¨r tB = 1 s nahezu iden-
tisch verlaufen. Betrachtet man sich dazu eine vollsta¨ndige Bleichkurve von R6G
(z.B. in Abb. 5.2) verwundert dies nicht. Diese beiden Zeiten entsprechen in etwa
dem Anfangs- und Endpunkt des Steady-State, in dem sich die Fluoreszenzinten-
sita¨t kaum a¨ndert.
Die selben Daten sind in Abbildung 5.7 oben nochmals mit einer linearen Skala dar-
gestellt. Zudem wurde der Punkt (0,0) erga¨nzt. Es ist offensichtlich, dass bei einer
Dunkelzeit tD = 0 s keine Recovery stattfinden kann. Es wurde fu¨r jede Datenreihe
noch ein asymptotische Fitfunktion der Form
R(tD) = R∞
(
1− e−tD/τR) (5.2)
eingezeichnet. Der maximal erreichbare Wert der Recovery wird als R∞ bezeich-
net und wird fu¨r eine Dunkelzeit tD → ∞ erreicht. Es ist aus dem Diagramm
ersichtlich, dass die Zeitkonstante τR der Recovery fu¨r die Verschiedenen Kurven
anna¨hernd gleich ist. Der Mittelwert betra¨gt τ¯R ≈ 300ms, wobei die einzelnen Wer-
te ohne erkennbaren Trend variieren (siehe folgende Tabelle).
tB [ms] 100 1000 5000 10000 20000
τR [ms] 258 585 452 183 301
Die Fits fu¨r tB = 100 ms und tB = 1 s haben nahezu den gleichen Endwert, was
aufgrund der Daten nicht u¨berrascht. Mo¨glicherweise ist der Fit fu¨r tB = 100 ms
leicht verfa¨lscht, denn der Punkt R(tD = 2500 ms) weicht relativ stark ab, zudem
fehlt ein Datenpunkt bei tD = 10000 ms.
Außerdem erkennt man, dass die Recovery nach bereits 2 Sekunden Dunkelzeit na-
hezu vollsta¨ndig abgeschlossen ist, unabha¨ngig von der Bleichzeit. Das entspricht
dem selben Zeitbereich, der auch von Zondervan et al. [12] fu¨r die Recovery von
R6G in PVA beobachtet wurde.
Das bedeutet gleichzeitig, dass man nach nur zwei Sekunden Dunkelzeit auch eine
Aussage daru¨ber treffen kann, wieviele Moleku¨le Mirrev irreversibel gebleicht, also
chemisch vera¨ndert sind. Der Wert betra¨gt dann Mirrev = 1 - R(tD = 2 s).
In Abb. 5.7 unten sind die asymptotischen Werte der Fitfunktionen gegen die Bleich-
zeit aufgetragen. Der Abfall erfolgt Exponentiell mit der Bleichzeit, die eingezeich-
nete Funktion ist vom Typ
R = a+ b · e−tB/τi (5.3)
wobei der Wert a natu¨rlich nahe Null liegt. Die Zeitkonstante τi ≈ 12 s gibt an,
wie schnell der reversible Anteil des Bleichens abnimmt. Ob fu¨r tB →∞ die Reco-
very tatsa¨chlich Null wird, also alle Farbstoffmoleku¨le irreversibel gebleicht werden
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Abbildung 5.7: R6G in PVA. Oben: Die Darstellung zeigt die selben Daten wie der
untere Teil von Abb. 5.6, jedoch mit linearer Zeitskala und jede Datenreihe wurde
um den Punkt (0,0) erga¨nzt. Außerdem ist fu¨r jede Datenreihe ein Fit eingezeichnet.
Unten: Die Abha¨ngigkeit der Recovery (fu¨r große tD) von tB sowie ein Fit der Daten
sind dargestellt.
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Abbildung 5.8: R6G in PVA. Dargestellt ist die relative Fluoreszenzintensita¨tsab-
nahme nach tB = 100 ms fu¨r verschiedene Konzentrationen und Schichtdicken. Die
angegebenen Konzentrationen gelten fu¨r die Lo¨sung.
ko¨nnen, ist nicht mit Sicherheit zu sagen.
Damit ist gezeigt, dass die Recovery-Experimente einen direkten Zugang zum rever-
siblen und irreversiblen Bleichen darstellen und damit die qualitative und quantitati-
ve Unterscheidung von photophysikalischen und photochemischen Bleichen ermo¨gli-
chen.
In Bild 5.8 ist eine U¨bersicht gegeben, die die relative Abnahme der Fluoreszenzin-
tensita¨t nach 100 ms Bleichzeit fu¨r verschiedene Farbstoffkonzentrationen und Schicht-
dicken zeigt. Das relative Bleichen ist dabei der Quotient aus IB(tB = 100 ms) und
der Anfangsintensita¨t I0 bei jeder Messung. Fu¨r jede Konzentrations- und Schicht-
dickenkonzentration wurden zwei oder drei Messwerte aufgenommen.
Man erkennt zwei Tendenzen: Einerseits ist – bis auf zwei stark abweichende
Messwerte bei der ho¨chsten Schichtdicke und einer Konzentration von 10−5 M –
eine leicht Zunahme des relativen Bleichens mit der Schichtdicke ersichtlich. Eine
Erkla¨rung hierfu¨r ist nicht offensichtlich, zumal die teils große Streuung der Mess-
werte eine genaue Analyse erschwert. Mit dem in Abschnitt 2.2 beschriebenen Fakt,
dass die Dichte und Tiefe der Traps an den Oberfla¨chen von Polymeren ho¨her als
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im Volumen ist, ha¨tte man ein gegenteiliges Verhalten erwartet, also dass das rela-
tive Bleichen mit zunehmender Schichtdicke abnimmt. Die Beobachtungen sprechen
dafu¨r, dass die im Polymer vorhandene Zusta¨nde keinen oder nur wenig Einfluss auf
die Kinetik des reversiblen Bleichens haben. Um daru¨ber aber genauere Aussagen
treffen zu ko¨nnen, mu¨sste man du¨nnere Filme untersuchen, bei denen die Eigen-
schaften der Oberfla¨che eine deutlich dominantere Rolle spielen.
Zweitens bleicht das System R6G in PVA in ho¨heren Farbstoffkonzentrationen sehr
viel sta¨rker. Man kann vermuten, dass sich die Moleku¨le bzw. die elektrischen Felder
der Elekronen und Farbstoffionen so beeinflussen, dass die Ladungstrennung bei wei-
teren Moleku¨len gefo¨rdert wird. Allerdings sind die Konzentrationen zu gering, als
dass die elektrischen Felder der getrennten Ladungen der Farbstoffmoleku¨le sich un-
tereinander beeinflussen ko¨nnten. Eine genaue Erkla¨rung ist mit den zur Verfu¨gung
stehenden Modellen und Daten nicht mo¨glich.
Es ist noch zu u¨berpru¨fen, ob die gewa¨hlte Bleichzeit von 100 ms wirklich geeignet
ist, da sie den Beginn des Steady-State darstellt und die dort ablaufenden Prozesse
noch nicht entgu¨ltig gekla¨rt sind.
Kapitel 6
Photobleichen von DCM
Zua¨tzlich zu den Ensemblemessungen wurden fu¨r DCM auch Einzelmoleku¨lexperi-
mente durchgefu¨hrt. Anders als in bisherigen Arbeiten [5, 6] werden aber nicht die
Ha¨ufigkeiten der An- und Aus-Zeiten ausgewertet, sondern es wird eine neue Art
der Analyse vorgestellt.
Zudem werden einige Ergebnisse aus Ensemblemessungen fu¨r DCM pra¨sentiert und
diskutiert.
6.1 Auswertung der Einzelmoleku¨ldaten
Die Einzelmoleku¨lexperimente wurden alle mit dem Weitfeldmikroskop bei Anre-
gungsintensita¨ten von 80 W/cm2 bis 400 W/cm2 durchgefu¨hrt. Dazu wurden jeweils
Bildserien mit der Software
”
Winview32“ aufgezeichnet (Beispielbild 6.1), meist mit
einer Gesamtzeit von 15 min und mit einer Zeitauflo¨sung von einer Sekunde. Der
betrachte Bereich hat dabei die Gro¨ße 100 × 100 Pixel, wobei 100 Pixel 13 µm
auf der Probe entsprechen. Die Probenpra¨paration erfolgte wie in Abschnitt 3.1 be-
schrieben.
Die hellen Punkte im Bild entsprechen dem beugungsbegrenzten Abbild einzelner
Moleku¨le, unterschiedliche Helligkeiten lassen sich durch verschiedene Orientierun-
gen der Moleku¨le auf der Probe und die Abstrahlcharakteristik der Moleku¨le sowie
durch unterschiedliche Lebensdauern erkla¨ren. Die Aussage, dass es sich wirklich
um einzelne Moleku¨le handelt, kann man nur durch Beobachten des Verhaltens der
einzelnen Spots treffen. Einzelne Moleku¨le zeigen das typische An-/Aus-Verhalten
in der Fluoreszenz, wa¨hrend sich die Intesita¨t von Aggregaten stufenweise a¨ndern
sollte.
Die so erhaltenen Bildserien wurden mit Hilfe von teils in der Arbeitsgruppe ge-
schriebenen Programmen analysiert. Lokalisiert werden die Moleku¨le automatisch,
die Position des mittleren Pixels eines Spots wird ausgegeben. Die Positionen wer-
den manuell darauf u¨berpru¨ft, ob sie wirklich als Moleku¨lposition in Frage kommen.
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Abbildung 6.1: DCM auf Quarz.
Dann wird fu¨r die ausgewa¨hlten Positionen eine Zeitreihe berechnet, deren Wert ei-
ner mittleren Intensita¨t aus einem 3 × 3 Pixel großen Bereich um die Zentralposition
entspricht. Nach Sichtung der Zeitreihen wird ein geeigneter Schwellwert gewa¨hlt,
um die Zeitreihen in An- und Aus-Perioden unterteilen zu ko¨nnen.
Betrachtet man nochmals Bild 6.1 so fa¨llt neben den bereits erkla¨rten Helligkeits-
unterschieden auch die ungleichma¨ßige Verteilung der Spots bzw. Farbstoffmoleku¨le
auf. Da man aus der Konzentration nur einen mittleren Abstand errechnen kann, ist
diese Verteilung auch zu erwarten. Scheinbar liegen einige Moleku¨le dicht zusammen.
Es sei aber nochmal auf die in Abschnitt 2.3.1 beschriebene laterale Auflo¨sung des
Mikroskops verwiesen. Um zwei Spots u¨berhaupt getrennt sehen zu ko¨nnen, mu¨ssen
sie mehrere hundert Nanometer auseinander liegen. Damit haben sie einen hinrei-
chend großen Abstand voneinander, so dass die in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen
unerwu¨nschten Wechselwirkungen wie FRET und Quenching keine Rolle spielen.
Es wurden acht Bildserien mit insgesamt 217 DCM-Moleku¨len aufgenommen und
ausgewertet. Die Auswertung erfolgt wie oben beschrieben, von Interesse sind hier
nur die Intensita¨tszeitreihen der Einzelmoleku¨le.
Aus den Intensita¨tszeitreihen Is(t) werden durch die Wahl eines geeigneten Schwell-
wertes bina¨re Zeitreihen fnf (t), die die Werte 0 = off und 1 = on annehmen.
Danach sucht man sich den Zeitpunkt τa eines jeden Moleku¨ls, bei dem das letzte
An-Ereignis beendet ist. Durch diesen wird die Funktion fai(t) bestimmt, die angibt
ob ein Moleku¨l 1 = a (aktiv) oder 0 = i (inaktiv) ist. Die Auswertung wird in Ab-
bildung 6.2 nochmals grafisch dargestellt.
KAPITEL 6. PHOTOBLEICHEN VON DCM 60
0 200 400 600 800
t [s]
f)
b)
0
0,5
1
f n f
( t )
c) d)
0
0,5
1
f a i
( t )
e)
3000
6000
9000
I s(
t )  
[ b
e l
. E
i n
h .
]
a)
0 200 400 600 800
t [s]
Abbildung 6.2: Prinzip zur Erstellung der Statistiken fu¨r die Einzelmoleku¨le an zwei
ausgewa¨hlten Intensita¨tszeitreihen [77].
Es werden die Bezeichnungen aktiv und inaktiv gewa¨hlt, weil sie neutraler als ge-
bleicht und ungebleicht sind. In der Literatur wird die aktive Zeit τa des Moleku¨ls
normalerweise Lebenszeit genannt. Davon wird hier jedoch abgesehen, da nicht ent-
schieden werden kann, ob das Moleku¨l wirklich irreversibel gebleicht ist oder es sich
in einem langen Dunkelzustand befindet, der u¨ber die Beobachtungszeit hinausgeht.
Durch die Klassifikation der einzelnen Moleku¨le kann man nun eine Statistik fu¨r das
Ensemble aller beobachteten Einzelmoleku¨le erstellen. Dadurch soll statistisch der
blinkinduzierte reversible Teil des Bleichens vom irreversiblen Teil getrennt werden.
Die Zahl aller aktiven Moleku¨le Na in Abha¨ngigkeit von der Zeit ergibt sich so zu
Na(t) =
N∑
k=1
fai,k(t) (6.1)
und davon befinden sich
Non(t) =
N∑
k=1
fnf,k(t) (6.2)
Moleku¨le in einem An-Zustand.
Man kennt zudem die Gesamtzahl aller wa¨hrend der Messung beobachteten Moleku¨le
N und kann so auch die Zahl der inaktiven Moleku¨le Ni zu jedem Zeitpunkt mit der
einfachen Formel
N = Na(t) +Ni(t) (6.3)
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angeben. Da man sowohl die Zahl der aktiven Moleku¨le Na als auch die der
Moleku¨le im An-Zustand Non kennt, la¨sst sich u¨ber
Na(t) = Non(t) +Noff (t) ≤ N (6.4)
ebenfalls die Zahl der aktiven Moleku¨le berechnen, die sich gerade in einem Dun-
kelzustand befinden.
Die sich auf diese Art und Weise ergebende Klassifizierung sind in Abbildung 6.3
grafisch dargestellt. Oben sieht man die Verla¨ufe von Na(t) und Ni(t). In der un-
teren Grafik sind die aktiven Moleku¨le im An-Zustand Non(t) und im Aus-Zustand
Noff (t) dargestellt. Man erkennt deutlich, dass in den ersten 100 s viele Moleku¨le in
einen Aus-Zustand u¨bergehen, jedoch nach wie vor aktiv sind und somit zu einem
spa¨teren Zeitpunkt wieder fluoreszieren.
Bezieht man nun die Zahl der Moleku¨le im An-Zustand Non(t) und im Aus-
Zustand Noff (t) auf die Zahl der aktiven Moleku¨le Na(t), so erha¨lt man die relati-
ven Entwicklungen non(t) = Non(t)/Na(t) und noff (t) = Noff (t)/Na(t) der beiden
Fraktionen. Die Verla¨ufe sind in Abb. 6.4 oben dargestellt.
Man erkennt den Anstieg der aktiven Moleku¨le im Aus-Zustand, der bei etwa 200 s
und einem Wert von 0,85 in eine Sa¨ttigung u¨bergeht. Das bedeutet, dass man dann
tatsa¨chlich nur noch 0,15 aller aktiven Moleku¨le fluoreszieren sieht, der weit gro¨ßere
Teil befindet sich in Dunkelzusta¨nden.
Mit zunehmender Messdauer wird die Zahl der in die Statistik eingehenden Moleku¨le
deutlich kleiner und gegen Ende wird das Ensemble so klein, dass es statistisch ir-
relevant ist.
Deshalb endet die Darstellung bereits bei 500 s, obwohl die Messzeit 900 s betrug.
Der Grund dafu¨r liegt im weiteren Verlauf der Kurven non(t) und noff (t). Zum En-
de der Messzeit hin Verlaufen die Kurven nahezu symmetrisch zum Anfang, d.h. sie
kreuzen sich erneut. Es muss noch gekla¨rt werden, ob diesem Verhalten ein realer
Prozess zugrunde liegt oder ob es sich um ein Artefakt der Auswertung handelt,
begru¨ndet in der kleinen Anzahl der Moleku¨le oder der begrenzten Messzeit. Es ist
aber sehr wahrscheinlich, dass das Verhalten nur auf eine statistische Schwankung
zuru¨ckgeht.
Um sicher zu stellen, dass man nur das reversible Bleichen analysiert, bietet es sich
an, ein Subensemble von Moleku¨len zu betrachten, von denen man weiß, dass sie zu
einem gegebenen Zeitpunkt noch aktiv sind. Dann kann man sicher sein, dass ein
fu¨r dieses Subensemble beobachtetes Bleichen nur durch das Blinken verusacht sein
kann.
Ein Vergleich eines solchen Subensembles von Moleku¨len, die sich durch eine be-
stimmte Mindestaktivzeit auszeichnen, mit dem gesammten Ensemble ist in Abb.
6.4 (unten) dargestellt.
Der schon bekannten Funktion non(t) wurde die Gro¨ße non,a(t) gegenu¨bergestellt.
Diese berechnet sich wie non(t) auch, es werden aber nur Moleku¨le mit τa(t) ≥ 200
KAPITEL 6. PHOTOBLEICHEN VON DCM 62
 
0
50
100
150
200
N
a(
t),
 N
i(t
)
  Na
  Ni
0 200 400 600 800
0
50
100
150
200
N
on
(t)
, N
of
f(t
)
t [s]
 Non
 Noff
Abbildung 6.3: Oben: A¨nderung der Zahl aktiver Moleku¨le Na und inaktiver Mo-
leku¨le Ni. Unten: A¨nderung der Zahl der Moleku¨le im An-Zustand Non und im
Aus-Zustand Noff .
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s beru¨cksichtigt. Der Wert 200 s ist willku¨rlich gewa¨hlt, bietet sich aber an, da dort
nahezu die Sa¨ttigung von noff (t) und non(t) eingetreten ist.
Das bedeutet, dass im Subensemble non,a(t) in den ersten 200 s kein chemisches
Photobleichen existiert, das heißt Abbildung 6.4 unten zeigt den Verlauf des reinen
reversiblen Bleichens, dass allein durch die zeitliche Vera¨nderung des Blinkens ver-
ursacht wird.
Es fa¨llt zudem auf, dass die Zahl der leuchtenden Moleku¨le des Subensembles non,a(t)
a¨quivalent zur Zahl aller leuchtenden DCM-Moleku¨le abnimmt. Das bedeutet, dass
nahezu das gesamte in diesem Zeitraum beobachtete Bleichen durch das Blinken
verursacht wird und das irreversible Bleichen dagegen klein ist.
Nimmt man an, dass alle Moleku¨le mit der selben Intensita¨t Is fluoreszieren, kann
man u¨ber Ie(t) = Non(t) Is außerdem eine Verbindung zur Gesamtintensita¨t des
Ensembles herstellen.
Wie im vorherigen Kapitel fu¨r Rhodamin 6G gezeigt wurde, kann man photo-
physikalisches und photochemisches Bleichen durch Recovery-Experimente gut von
einander trennen. Prinzipiell sollte dies experimentell auch auf Einzelmoleku¨lebene
funktionieren. Fu¨r DCM wurden entsprechende Versuche, in denen der Laserstrahl
blockiert wurde, durchgefu¨hrt. Im Gegensatz zu R6G, wo das Bleichen in einigen
100 ms und die Recovery in wenigen Sekunden ablaufen, ist die Kinetik fu¨r DCM
aber deutlich langsamer. Aus den eigenen Ensemblemessungen geht hervor, dass fu¨r
ein a¨hnlich weites Bleichen wie fu¨r R6G mehrere Minuten Belichtungszeit beno¨tigt
werden. A¨hnliche Zeiten berichten auch Benmohammadi et al. [76]. Sie beobachten
fu¨r DCM in einer Molekularsieb-Matrix außerdem eine Recovery. Bis diese weitest-
gehend abgeschlossen ist, dauert es deutlich u¨ber eine Stunde. Fu¨r einen solchen
Zeitraum kann die Stabilita¨t des Weitfeld-Setups nicht garantiert werden.
Natu¨rlich la¨sst sich schon nach wenigen Minuten Dunkelzeit beobachten, ob sich die
Fluoreszenzintensita¨t wieder leicht erholt hat. Bei einer kleinen Recovery ist dies
aber auf Einzelmoleku¨lebene kaum vom Rauschen des Signals zu unterscheiden.
Deshalb wurde ein anderer Weg zur Auswertung gewa¨hlt. Die Gesamtintensita¨t des
beobachteten Bereiches wurde fu¨r jedes Bild aufsummiert, man bekommt somit die
Intensita¨t eines Ensembles mit Einzelmoleku¨lkonzentration. Das Ergebnis fu¨r vier
ausgewa¨hlte Datenreihen ist in Abb. 6.5 zu sehen. Fu¨r zwei unterschiedliche Bleich-
zeiten und Anregungsleistungen ist der Verlauf der Gesamtintensita¨t aufgetragen.
Die Dunkelzeit betra¨gt etwa 10 min, die vier horizontalen Linien dienen der Orien-
tierung. Man erkennt fu¨r jede Zeitreihe, dass die aufsummierte Fluoreszenzintensita¨t
nach der Pause leicht ho¨her ist als davor.
Auf diese Weise wurden insgesamt 24 Bildserien von Einzelmoleku¨lmessungen aus-
gewertet. In 22 Fa¨llen war dabei diese Verhalten zu sehen, wodurch sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit sagen la¨sst, dass es sich um eine reale Beobachtung einer Reco-
very und nicht um ein Artefakt einzelner Messungen handelt.
Wenn man davon ausgeht, dass – wie in der statistischen Auswertung fu¨r die einzel-
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Abbildung 6.4: Oben: Relative Anzahl der Moleku¨le im An-Zustand non(t) und im
Aus-Zustand noff (t). Unten: Relative Anzahl der Moleku¨le im An-Zustand non(t)
und der Moleku¨le im An-Zustand mit τa(t) ≥ 200 s.
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Abbildung 6.5: DCM. Gemittelte Intensita¨t u¨ber Einzelmoleku¨lproben mit unter-
brochener Anregung zur Recovery-Messung.
nen DCM-Moleku¨le gezeigt – in den ersten 200 s fast ausschließlich revesibles Blei-
chen vorherrscht, mu¨sste die gesamte gebleichte Intensita¨t wieder zuru¨ckkommen.
Da dies nicht zu beobachten war liegt die Vermutung nahe, dass die Dunkelzeiten
hier zu kurz waren, um eine deutlichere Recovery zu sehen.
In der Arbeit von Yagi et al. [74] u¨ber DCM wird als Ursache fu¨r die Recove-
ry Diffusion ungebleichter Farbstoffmoleku¨le aus der Umgebung angenommen. Dies
kann hier nahezu ausgeschlossen werden, da in den hier benutzten Proben die Farb-
stoffmoleku¨le durch die Polymermatrizen immobilisiert wurden.
In der zitierten Arbeit von Yagi et al. ist das DCM in eine Sol-Gel-Matrix einge-
bettet. Diese erlaubt ebenfalls nahezu keine Diffusion. Anstatt der von ihm vorge-
schlagenen lokalen Diffusion wa¨re vielleicht eine Bewertung dieser Daten unter den
Gesichtspunkten des blinkinduzierten Bleichens und der Recovery sinnvoll.
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6.2 Auswertung der Ensembledaten
Die ersten Ensemblemessungen an Proben von DCM in PS-Filmen wurden mit dem
nichtkommerziellen LSM durchgefu¨hrt. Dabei wurde die Leistungsabha¨ngigkeit des
Bleichens untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.6 dargestellt. Wie zu er-
warten war, bleicht der Farbstoff fu¨r ho¨here Leistungen schneller. Die scheinbar
unterschiedlichen Anfangswerte kommen durch die logarithmische Darstellung und
die Zeitauflo¨sung von nur 100 ms zustande, bei t = 0 s sind die Kurven alle auf 1
normiert.
Die Ergebnisse besta¨tigen die Annahme, dass ein Moleku¨l vor dem irreversiblen Pho-
tobleichen durchschnittlich eine bestimmte Zahl von Photonen emittiert [40]. Regt
man das Moleku¨l nun mit einer ho¨heren Intensita¨t an, ko¨nnen in ku¨rzerer Zeit mehr
Photonen emittiert werden, die durchschnittliche Zeit bis zum irreversiblen Bleichen
wird ku¨rzer.
Zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen Daten interessiert natu¨rlich nicht die ge-
messene Leistung P, sondern die Intensita¨t I auf der Probe. Diese ist gegeben durch
I = P/A, wobei A die Fla¨che des Spots auf der Probe ist. Die Fla¨che dieses Spots
kann durch
Akonf ≈
(
0, 61λ
NA
)2
pi (6.5)
angena¨hert weren. Mit einer Wellenla¨nge von λ = 514 nm und einer numeri-
schen Apertur NA = 0,9 ergibt sich die Fla¨che des konfokalen Anregungsspots zu
A ≈ 3,8 · 10−9 cm2, die Intensita¨t bei einer Anregungsleistung von 1 µW betra¨gt
demnach P ≈ 260 Wcm−2.
Das heißt, dass bei den Messungen fu¨r DCM die Anregungsintensita¨t zwischen 520
Wcm−2 und 5 kWcm−2 lag. Nach 100 ms Bleichzeit sind bei allen Messkurven die
Fluoreszenzintensita¨ten um weniger als 10% des Ausgangswertes gebleicht.
Das zeigt, dass die Bleichkinetik fu¨r DCM deutlich langsamer verla¨uft als fu¨r R6G,
wo bei einer deutlich geringeren Anregungsintensita¨t (50 Wcm−2) nach 100 ms be-
reits zwischen 10% und 70% der Fluoreszenzitensita¨t gebleicht sind (siehe Abb. 5.8).
Um den reversiblen und den irreversiblen Anteil des Bleichens zu zeigen, la¨sst
sich auch auf andere experimentelle Methoden als Einzelmoleku¨l- und Recovery-
messungen zuru¨ck greifen. Geht man beim irreversiblen Bleichen davon aus, dass
die Farbstoffmoleku¨le chemisch vera¨ndert wurden, so muss dies auch in den Spek-
tren sichtbar sein.
So wurde versucht, das irreversible Bleichen mittels Absorptionsmessungen zu be-
obachten. Dazu wurde ein du¨nner PS-Film mit einer hohen DCM-Konzenration auf
ein Deckglas aufgeschleudert und die Absorption gemessen.
Die Probe wurde danach in einem aufgeweitetem Strahl des Ar+-Lasers (λ = 514
nm) fu¨r je 10 Minuten mit 200 mW/cm2 belichtet und anschließend die Absorption
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Abbildung 6.6: Mit dem LSM gemessene Bleichkurven fu¨r DCM bei verschiedenen
Anregungsleistungen.
gemessen. Die Aufweitung des Strahls bewirkt, dass ein gro¨ßerer Bereich der Pro-
be gebleicht wird. Der Durchmesser des Anregungsspots betrug etwa 1 cm, die im
Absorptionsspektrometer genutzte Probenfla¨che hat eine Ausdehnung von 0,5 cm ×
1,5 cm, somit konnte nahezu der ganze relevante Probenbereich gebleicht werden.
Dieser Vorgang wurde 15 Mal wiederholt, das Ergebnis ist in Abbildung 6.7 darge-
stellt.
Zu sehen ist eine breite Bande mit einem Maximum bei 480 nm und ein Plateau im
nahen UV-Bereich. Das Plateau und die Lage des Peaks entspricht dem Spektrum
von DCM in Ethanol (vergl. Abb. 3.1), jedoch ist der Peak hier unsymmetrisch et-
was breiter, was darauf hindeutet, dass die Farbstoffkonzentration so hoch ist, dass
die DCM-Moleku¨le miteinander wechselwirken. Darauf verweist auch die Tatsache,
dass der Peak einseitig zum Roten hin verbreitert ist.
Man erkennt deutlich, dass mit fortschreitendem Bleichen der Hauptpeak weniger
Intensita¨t aufweist und sich stattdessen bei etwa 360 nm ein anderer Peak immer
mehr ausbildet. Dieser erreicht jedoch nicht die Anfangsintensita¨t des anderen Peaks.
Wenn die Vermutung mit der zu hohen Farbstoffkonzentration zutrifft, sollte der ur-
spru¨ngliche Peak zudem schmaler werden. Das kann durch die U¨berlagerung mit
dem anwachsenden Peak ohne weiteres aber nicht bestimmt werden.
Die Intensita¨tsabnahme des typischen DCM-Absorptionspeaks deutet darauf hin,
dass der Farbstoff chemisch umgewandelt wurde. Das Produkt der lichtinduzierten
Reaktion absorbiert bei einer deutlich anderen Wellenla¨nge. Außerdem ist der Ab-
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Abbildung 6.7: Du¨nner PS-Film mit hoher DCM-Konzentration. Zwischen den Ab-
sorptionsmessungen wurde die Probe gebleicht. Am unteren Rand des Diagramms
ist die Absorption eines reinen PS-Films zu sehen, dieser zeigt nach dem Bleichen
keine Vera¨nderung.
sorptionswirkungsquerschnitt geringer als bei DCM oder es existiert außerhalb des
genutzten Messbereichs noch eine weitere Absorptionsbande. Dazu sei erwa¨hnt, dass
Messungen auch Bereich von 250 nm - 1300 nm vorgenommen wurden, ohne dass
andere, neu entstandene Absorptionsbanden gefunden wurden.
Nach dem letzten Spektrum wurde die Probe 48 Stunden ruhen gelassen und danach
erneut ein Spektrum aufgenommen. Dies unterschied sich nicht vom vorherigen, was
klar zeigt, dass dieser Prozess ein irreversibles Bleichen darstellt.
Zur Kontrolle wurde noch ein PS-Film mit den gleichen Eigenschaften, jedoch oh-
ne Farbstoff auf die gleiche Art behandelt. Es wurden weder vor noch nach dem
Bleichen Peaks einer relevanten Intensita¨t gefunden, so dass man davon ausgehen
kann, dass die beobachteten Effekte rein vom DCM herru¨hren und es sich um ein
chemisches irreversibles Photobleichen handelt.
Das selbe Verhalten in der Absorption bei DCM beobachteten ebenfalls Yagi et al.
[74]. Sie sehen aber auch eine leichte Recovery im Absorptionsspektrum fu¨r den
Peak bei 480 nm, allerdings ist es wegen fehlender Quantifizierung nicht mo¨glich zu
sagen, ob es sich um eine scheinbare Recovery durch Diffusion handelt oder ob das
Photoprodukt instabil ist.
Kapitel 7
Zusammenfassung
Diese Arbeit hat das Photobleichen von organischen Farbstoffen zum Thema. Ziel
war es, durch die Untersuchung des Bleichens auf Einzelmoleku¨l- als auch auf En-
sembleebene die Existenz eines reversiblen und eines irreversiblen Anteils klar zu
zeigen. Dies konnte anhand der organischen Farbstoffe DCM und Rhodamin 6G in
vollem Umfang gezeigt werden.
Fu¨r die Untersuchungen wurden die Farbstoffe mittels Spin-Coating in verschieden
Polymermatrizen eingebettet und die Parameter Schichtdicke und Farbstoffkonzen-
tration variiert.
Die Abha¨ngigkeit des Bleichens von diesen beiden Parametern sowie der Anregungs-
leistung wurde analysiert.
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Kinetik des Bleichens fu¨r DCM unter bis
auf die Matrix identischen experimentellen Parametern deutlich langsamer verla¨uft
als fu¨r Rhodamin 6G.
Durch Messung von Absorptionsspektren konnte fu¨r DCM zudem ein Photoprozess
nachgewiesen werden. Dadurch wird gezeigt, dass das irreversible Bleichen durch
eine photochemische Reaktion verursacht wird.
Das photophysikalische Bleichen konnte anhand von Recovery-Experimenten bei
Einzelmoleku¨l- und Ensemblemessungen nachgewiesen werden. Neben dem direkten
experimentellen Recovery-Nachweis wurde fu¨r Einzelmoleku¨le ein analytischer Weg
zur Trennung von reversiblen und irreversiblen Bleichen aufgezeigt. Mit diesem ist
es mo¨glich, eine direkte Verbindung zwischen dem Bleichverhalten auf Einzelmo-
leku¨lebene und dem Ensemble herzustellen.
Zudem wurde gezeigt, dass die Zeitabha¨ngigkeit der Recovery von Rhodamin 6G
in einer PVA-Matrix vollkommen unabha¨ngig von der Zeit ist, die der Farbstoff ge-
bleicht wird.
Zur Untersuchung des photophysikalischen, reversiblen Bleichens konnte mit dem
Low-Resolution Konfokalmikroskop eine Technik vorgestellt werden, mit der sich
die Abha¨ngigkeit der Bleichprozesse von den verschiedenen Probenparametern wie
Schichtdicke oder Farbstoffkonzentration ebenso einfach und schnell untersuchen
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lassen wie die Abha¨ngigkeit von den Umgebungs- und Experimentierbedingungen
(Temperatur, Atmospha¨re, Anregungsleistung).
Die beobachteten Zeitskalen sowohl fu¨r das Bleichen als auch fu¨r die Recovery stim-
men fu¨r beide Farbstoffe mit bereits vero¨ffentlichten Werten u¨berein [12, 76], was
zeigt, dass die neuen experimentellen und analytischen Methoden sehr gute und zu-
verla¨ssige Techniken darstellen.
Kapitel 8
Ausblick
Um ein geschlossenes Bild vom photochemischen und photophysikalischen Blei-
chen zu bekommen ist es notwendig, fu¨r ein oder mehrere Systeme sa¨mtliche zur
Verfu¨gung stehenden Beobachtungs- und Auswertemethoden (Einzelmoleku¨lstatis-
tiken, Ensemblemessungen zur Recovery und zur Transmission) zu kombinieren.
So ist fu¨r Rhodamin 6G eine Analyse auf Einzelmoleku¨lebene erforderlich, fu¨r DCM
muss die Software des LRCM-Aufbau so aufbereitet werden, dass auch la¨ngere Mess-
reihen mo¨glich werden, um die Recovery systematisch untersuchen zu ko¨nnen.
Es ist ebenfalls erstrebenswert, die Experimente unter gea¨nderten Umgebungspara-
metern zu wiederholen. Im Vordergrund sollten Messungen bei tiefen Temperaturen
sowie mit einer vera¨nderten Atmospha¨renzusammensetzung stehen, um den Einfluss
dieser Parameter systematisch zu untersuchen.
Des weiteren sollte der Bereich der Anregungsintensita¨t nach Mo¨glichkeit in beide
Richtungen erweitert werden.
Wichtig wird sein, die Probenherstellung weiter zu verbessern. Die bekannten Para-
meter wie Konzentration oder Drehgeschwindigkeit beim Spin-Coaten mu¨ssen opti-
miert werden um homogenere Proben herzustellen. Hilfreich kann dabei die Pra¨pa-
ration der Substrate mit funktionellen Monolagen zur Verbesserung der Benetzung
sein.
Es sollten auch deutlich dickere Proben hergestellt werden. Diese ha¨tten den Vorteil,
dass man auch Ensemblemessungen mit Einzelmoleku¨lkonzentrationen durchfu¨hren
kann. Bei den momentan erreichten Probendicken ist die Fluoreszenzintensita¨t in
Einzelmoleku¨lkonzentration zu gering um ein gutes Signal- zu Rauschverha¨ltnis zu
erreichen.
Von hohem Interesse werden auch Proben aus freistehenden Matrizen sein. Dies hat
den Vorteil, dass man keine (Grenzfla¨chen-) Effekte der Substrate mehr beru¨cksich-
tigen muss. Ein Material, aus dem sich problemlos Proben beliebiger Dicke bei hoher
optischer Transparenz herstellen lassen, ist PDMS (Polydimethylsiloxan).
Jedoch ist PDMS so gut wie unlo¨slich, d.h. dass es sich mit den Lo¨sungsmitteln,
in denen u¨blicherweise Farbstoffe gelo¨st werden, nicht gut mischt. Dadurch vertei-
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len sich Farbstoffe oder Nanopartikel nicht gleichma¨ßig, ko¨nnen aggregieren und die
Proben werden sehr inhomogen.
Eventuell ko¨nnte man gezielt nach einer Matrix mit a¨hlichen Eigenschaften suche,
die aber eine deutlich bessere Lo¨slichkeit aufweist.
Zum Nachweis des radikalischen Dunkelzustandes wu¨rde sich auch eine ESR-Messung
(Elektronenspinresonanz) anbieten. Dabei ko¨nnen die durch die Anregung frei wer-
denden Elektronen direkt nachgewiesen werden. Fu¨r R6G wurde dies schon von
Zondervan et al. gezeigt [12], jedoch nur bei tiefen Temperaturen.
Man beno¨tigt fu¨r ESR-Messungen jedoch eine große Zahl freier Radikale, um diese
mit Sicherheit nachweisen zu ko¨nnen. Bei dem uns zur Verfu¨gung stehenden Gera¨t
betra¨gt diese Zahl etwa 1014 Elektronen. Durch das begrenzte Probenvolumen und
eine fu¨r die optische Anregung ungu¨nstige Geometrie kommt man so schnell zu
Farbstoffkonzentrationen, bei denen FRET eine große Rolle spielt und die Ergeb-
nisse verfa¨lscht.
Die radikalischen Dunkelzusta¨nde ko¨nnten sich ebenfalls in einem Absorptionss-
pektrum nachweisen lassen. Dazu braucht man allerdings einen Farbstoff mit sehr
langlebigem Dunkelzustand oder man versucht, das Absorptionsspektrum wa¨hrend
des Bleichens zu messen. Auch eine elektrochemische Erzeugung der Dunkelzusta¨nde
wa¨hrend einer Absorptionsmessung ist denkbar.
Eine Idee, die weiter ausgebaut werden kann ist die Durchfu¨hrung der Recovery-
Experimente mit dem Zeiss-LSM. Man ko¨nnte beispielsweise automatisch in be-
stimmten Zeitabsta¨nden Bilder aufnehmen und dies u¨ber einen Zeitraum von meh-
reren Stunden. Dadurch ko¨nnen auch Farbstoffe mit einer langsamen Blinkkinetik
auf Recovery untersucht werden.
Des weiteren ko¨nnen mehrere der gebleichten Lo¨cher in der Fluoreszenzintensita¨t
(siehe Abschnitt 3.3) parallel untersucht werden. Eine mo¨gliche Drift der Probe
kann in den Bildern direkt erkannt und dadurch schnell korrigiert werden.
Ebenfalls interessant ko¨nnte die Kombination von optischen und elektrischen Mes-
sungen sein. Durch optisch transparente Kontakte, etwa ITO-Schichten (Indium-
Zinn-Oxid), kann das Feld der im radikalischen Dunkelzustand befindlichen, la-
dungsgetennten Farbstoffmoleku¨le gemessen werden. Andererseits la¨sst sich so auch
ein a¨ußeres Feld aufzwingen und dessen Einfluss auf die Blink- und Bleichkinetik
studieren.
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